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SchluB des Heftes und auBerhalb der Reihenfolge des Eingangstages mitgeteilt. 
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Fiir die Abkiirzungen und Belegstellen gelten die von der Vereinigung der medi- 
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Uber das Schicksal verfitterter Ameisensiure im 
Verdauungstrakt des Wiederkiuers 


Von 


Otto Bernd Claren 


(Aus dem Ammoniaklaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie A.-G. 
Ludwigshafen am Rhein) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Juli 1942) 


K. Toenissen und EK. Brinkmann haben in Durchstrémungs- 
versuchen am Hunde nachgewiesen’), daB aus Brenztraubensiure 
und KEssigsiure im Muskel des Kaninchens Ameisensiure ge- 
bildet und da in den Blutkreislauf eingebrachte Ameisensiiure 
verbrannt werden kann. Von O. Stepphuhn und H. Schell- 
bach legen Versuche vor’), durch die die Oxydation injizierter 
Ameisensiure bei der Ratte nachgewiesen wird. 

Uber das Auftreten yon Ameisensiiure in den Organen des 
Verdauungstraktes ist nur sehr wenig bekannt, auch iiber das 
Schicksal von Ameisensiiure, die mit dem Futter aufgenommen 
wird, finden sich keine naheren Angaben. Es hat sich lediglich 
gezeigt, daB Ameisensiiure enthaltende Futter die Basenwerte des 
Harnes kaum beeinflussen*) und daB eine Acidose nicht ein- 
tritt * > °), 

Die folgenden Versuche behandeln das Vorkommen und den 
Abbau von Ameisensaéure im Verdauungstrakt des Wiederkiuers. 


I. Wher die analytische Erfassung der Ameisensdure 


Die Bestimmung der Ameisensiiure macht in den in Frage 
kommenden, zum Teil dickfliissigen Koten, Harnen und Magen- 
inhalten gewisse Schwierigkeiten und ist in den neueren Arbeiten 

') Diese Z. 187, 137 (1930); 252, 169 (1938). 

*) Diese Z. 80, 282 (1912). 

3) F. Sauer, Futterbau und Giirfutterbereitung 8. 60, 1939. 

‘) W. Lenkeit u. K. Deppe, Tierern. 4, 54 (1940). 

“’) W. Wohlbier u. R. Siebert, Tierern. 4, 107 (1940). 

°) W. Keil, Tierern. 135, 211 (1941). 
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aus diesem Grunde meistens nicht durchgefiihrt worden *), 
Wahrend man niimlich z. B. aus Bakteriensuspensionen mit ihrem 
relativ geringen Trockengehalt ohne weiteres durch wiederholtes, 
nicht zu weit getriebenes Abdestillieren die Ameisensiure heraus- 
holen kann, ist das in den konsistenteren Materialien, auch bei 
entsprechender Verdiinnung nicht méglich, weil sich beim Ab- 
dampfen zum Freimachen der Ameisensiure zugesetzte Schwefel- 
oder Phosphorsiure konzentriert und Karamelisierung und Ameisen- 
siurebildung vor allem -aus Kohlenhydraten eintritt. Nach ver- 
schiedenen Versuchen diesen Ubelstand zu beseitigen, half eine 
Arbeit von J. GroBfeld und R. Payfer’) iiber die Bestimmung 
von Ameisensdiure in Lebensmitteln weiter, der mit einigen Ab- 
tinderungen gefolgt werden konnte. Wir sind schlieBlich so vor- 
gegangen, daB wir die angesiiuerten (unenteiweiBten) Verdauungs- 
produkte in einer Filterhiilse mit Ather extrahiert haben, wobei 
der vorgelegte Ather mit Calciumoxyd versetzt wurde, um die 
fliichtige Ameisensiure zuriickzuhalten, Aus den Calciumsalzen 
wurde das leicht lésliche Salz der Ameisensiure mit Wasser aus- 
gewaschen und angesiuert im Wasserbestimmungsapparat®) mit 
Perchloriithylen iibergetrieben. Durch die Atherextraktion werden 
die Kohlenhydrate und Celluloseanteile zuriickgelassen, wihrend 
bei der Perchloriithylendestillation die bei der Atherextraktion 
angefallenen Sdiuren unterteilt werden, so daB praktisch fast nur 
Ameisensiure im Destillat ist. Hierin haben wir noch mit Di- 
nitrophenylhydrazin auf Aldehyde gepriift, da z. B. die verwen- 
deten Ribenblatter Formaldehyd enthalten sollen. Damit ist eine 
weitgehende Reinigung der Ameisensiiure erreicht, die nun als 
Calomel bestimmt wird. Wéahrend die Calomelmethode nahezu 
quantitative Werte gibt, schwanken die Bestimmungen bekannter, 
sehr kleiner Ameisensiuremengen im Kot nach Extraktion mit 
Ather und Destillation mit Perchloriithylen um + 20 */,- Doch 
ist diese Fehlerbreite auf unsere Resultate ohne Eintlu8. Die 
Leerwerte, die man bei Durchfiihrung der Analyse mit destilliertem 
Wasser erhilt, sind von den Analysenwerten abgezogen. Futter- 
proben mit Ameisensiiure diirfen feucht vor der Analyse nicht 
an der Luft stehen, da sie schnell Ameisensiiure verlieren, man 
kann in 48 Stunden bis zu 95°/, der Ameisensiiure einbiiBen. 


ee _———$ 


”) Z. Unters. Leb.mitt. 78, 1 (1939). 


*) H. Lundin, Chem. Ztg. 55, 762 (1931); A. van der Werth, ebenda 
62, 23 (1928). 
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1%. Wher das Auftreten verfiitterter Ameisensaéure in Harn und Kot 


Um eine Ameisensiiurebilanz aufstellen zu kénnen, wurde 
ein Fiitterungsversuch mit vier Hammeln angestellt, bei dem die 
in den Futtermitteln enthaltene Ameisensiure, die recht be- 
trichtlich sein kann, neben zugesetzter Saure und auBerdem die 
anfallenden Harne und Kote fortlaufend untersucht wurden. Die 
Tiere befanden sich zweimal zehn Tage im Versuchskasten, in 
dem Harn und Kot in der iiblichen Weise quantitativ abgenommen 
werden konnte. Zuniichst wurde im Vorversuch den etwa 30 kg 
schweren Hammeln zehn ‘T'age lang ein Normalfutter aus 3 kg 
Runkelriibenblittern und 250 g Heu pro Tier und Tag gegeben, 
dann eine Zwischenperiode von acht Tagen eingelegt, in der die 
Tiere die Futterration des Hauptversuchs zur Umgewéhnung er- 
hielten, in der Harne und Kote aber nicht untersucht wurden, 
und dann als Hauptversuch zehn Tage je 3 kg Girfutter aus 
Runkelriibenblittern und 250 g¢ Heu verfiittert. Das Girfutter 
war aus Runkelriibenblattern, wie sie beim Vorversuch gegeben 
worden waren, unter Zusatz von 0,2°/, Ameisensiure bereitet, es 
war also mit dem Futter des Vorversuchs durchaus vergleichbar. 
Zwei von den Tieren (27 und 52) erhielten im Hauptversuch zu 
diesem Girfutter noch weitere 0,6°/, Ameisensiure (zur Hilfte 
als Ammonsalz) zugemischt. Zu den Analysen sind jeweils 5 Tage 
zusammengefaBt worden, so dai fiir jeden der vier Tiere zwei 
Werte fiir den zehntiigigen Vorversuch und zwei Werte fiir den 
zehntigigen Hauptversuch vorliegen. Die in Tab. 1 und 2 an- 
gefiihrten Zahlen sind Mittelwerte aus jeweils 4 Analysen. 


Tabelle 1 


Ameisensiiure in Harn und Kot 





he ° ss ° 
Ameisensdiure . Ameisensiure 
Lfa a Harn- im Harn ot- im Kot 
N = | menge saedeit —| menge ~~ : 
Nr. | i. Ler. oy. | Gesamt- kg 0 | Gesamt- 
= |menge g 7 /menge g 
1 a 49} 13,8 0,010 | 1,35 1,57 0,056 0,88 
2 ene 51} 142 | 0,015 | 2,16 1,85 0,075 1,39 
3 | 1» mye |27| 13,5 | 0,010 | 1,47 1,93 | 0,037 | 0,73 
4 ae Sone tae 0,012 | 1,58 2,5¢ 0,054 1,40 
5 | vorversuch |49| 13,2 | 9,013 | 1,80 1,41 | 0,047 0,67 
@ versuc 511 13.4 0,012 1,62 1,53 0,045 0,70 
7 | 6.—10. Tag | 27!) 14,9 0,010 1,45 1,68 0,049 0,83 
8 ~ £527 11,0 Q,O15 1,72 2,21 0,030 0,68 
8 Tage Umgewoéhnung 0,012 0,049 
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Tabelle 1 (Fortsetzung) 


























~\ Harn Ameisensiure $s. Ameisensiure 
Lfd va im Harn im Kot 
om i = menge eee mares n nnn menge pals 5 
Nr. ai. 6; Gesamt- ko ‘ Gesamt- 
= i. Ltr. ly | 5 lo 
=~ | menge g menge ¢ 
~9| Haupt [49] 11,0 | 0,010 | 1,16 | 1,93 | 0,043 | 0,84 _ 
10 versuch 5] ik. 0,007 | =60,78 2 04 0,039 | 0,81 
11 +e ee 27 10,7 0,029 3,17 1,98 0,048 | 0,97 
a *"S FSet 116 | 0032 3°70 239 | 0,039 0,95 
13 Haupt- 49} 10,3 0,005 0,56 1,88 J,040 0,77 
14 versuch 5] 12,8 0,008 ; 1,10 1,99 0,031 0,63 
15 6.—10. Tac 274 13,0 0,012 ;, 1,67 1,86 0,075 0,42 
16 | &—10- Tag {5o] ie | 0,025 | 2:79 | 2:01 | 0.039 | 0,80 
0,016 0,044 


Der Ameisensiuregehalt der Harne liegt hier im Durch- 
schnitt unter 0,02°/, und zwar fiir den Vorversuch und den 
Hauptversuch mit Ameisensiurebelastung gleichmiBig. Die Siure- 
werte der Kote legen etwas hodher bei 0,04—0,05°/,; iiber- 
raschenderweise auch hier wie bei den Harnen fiir Vor- und Haupt- 
versuch etwa gleich hoch. Wenn man beriicksichtigt, daB einzelne 
der Tiere fiir die jeweils untersuchte Fiinftagesperiode mehr als 
100 g Ameisensiure zusitzlich erhalten haben, ohne daB wesent- 
liche Anderungen in Harn und Kot aufgetreten sind, so geht aus 
diesen Werten eine weitgehende Zerstérung der Ameisensdure im 
Organismus hervor. Durch die Gegeniiberstellung der verfiitterten 
und abgegebenen Ameisensdure wird das noch deutlicher. 


Tabelle 2 


Ameisensiurebilanz 











Tier Fiint- Aufgenommen A meis.- . Ver- 
tage- . n oo Abgegeben Ameis.- | sehwunden 
Nr. e “utter siiure siiure 
periode g O/ | 
49 I 15,00 kg Riibenbl. 14,1 1413,8 Lit. Harn} 1,35 
1,25 ,, Heu 2,1 1,57 kg Kot | 0,88 
16,2 2.23 14.0 | 86 
I] ebenso 13,2 Lit. Harn} 1,80 
141ke Kot] 0,67 
2,47 13,7 | 85 
III 15,00 ke Giirfutter | 36,0 [11,0 Lit. Harn} 1,16 
1,25 ,, Heu 2, 193 ke Kot] 0,84 
38, | 2 00 36,1 | YS 
[lV ebenso 10,3 Lit. Harn! 0,56 
188 kg Kot} 0,77 
133 | 36,8] 97 















































Schicksal verfiitterter Ameisensiure im Verdauungstrakt usw. 101 
Tabelle 2 (Fortsetzung) 
Keu' Pkal. Ver- 
Tier ia vi Aufgenommen | Ameis.- Ab b Ameis.- | sehwunden 
Nr. Joa? Futter siiure eet Te 
"| periode ,+*, 
51 I 15,00 kg Riibenbl. 14,1 {14,2 Lit.Harn] 2,16 
1,25 ,, Heu 2,1 | 1,85 kg Kot] 1,39 
16,2 3,55 12,6| 78 
II ebenso 13,4 Lit. Harn} 1,62 
1,53 kg Kot] 0,70 
2,32 13,9] 86 
Ill 15,00 kg Girfutter | 36,0 [11,1 Lit.Harn} 0,78 
1,25 ,, Heu 2,1 2,04 kg Kot] 0,81 
38,1 1,59 36,5} 96 
IV ebenso 12,8 Lit. Harn} 1,10 
) 1,99 kg Kot] 0,63_ 
| 1,73 36,4) 96 
27 I 15,00 kg Riibenbl. 14,1 [13,5 Lit.Harn] 1,47 
1,25 ,, Heu | 2,1 1,93 kg Kot] 0,73 
1 16,2 2,20 14,0} 86 
I] ebenso 14,9 Lit. Harn} 1,45 
1,68 kg Kot} 0,83 
2,28 13,9} 86 
iy | 15,00 kg Girfutter | 36,0 [10,7 Lit. Harn} 3,17 
| 1,25 ,, Heu 2,1 1,98 kg Kot] 0,97 
Ameisens. zusiitzlich] 90,0 414 [124,0) 97 
128,] 
IV ebenso 13,0 Lit. Harn} 1,67 
1,86 kg Kot} 0,42 
2.09 |126,0; 98 
52 I | 15,00 kg Riibenbl. | 14,1 [12,6 Lit.Harn| 1,58 | 
; 2,1 2,57 kg Kot] 1,40 | 
18.2 2.98 15,2) 84 
I] ebenso 11,0 Lit. Harn} 1,72 | 
2,21 kg Kot} 2,21 | 
3.93 14,3) “9 
I | 15,00 kg Girfutter | 36,0 [11,6 Lit. Harn} 3,70 | 
1,25 ,, Heu 2,1 2,39 ke Kot 0,95 
| Ameisens. zusiitzlich]| 90,0 165 | 123,4) 96 
| 128,1 | 
LV ebenso 11,2 Lit.Harn} 2,79 | 
2,01 kg Kot} 0,80 | 
| 3,59 |124,5] 97 























Es zeigte sich bei diesen Untersuchungen, da8B Futtermittel 
nicht unbetrichtliche Mengen an Ameisensiure enthalten kénnen. 
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Ohne Ameisensiiurezusatz eingesiuerte Girfutter enthalten im 
Mittel 0,03°/,, Ameisensiuregirfutter naturgemif mehr, im 
Mittel 0,17°/,°). Unser eigenes Girfutter war mit 0,2°/, Ameisen- 
siiure bereitet und enthielt sogar 0,24°/,; der hohe Wert erkliart 
sich daraus, daf es bei Versuchsbeginn erst wenige Wochen alt war. 
Der Gehalt der frischen Riibenblitter wurde 1939 — allerdings nur 
an der verfiitterten Sorte — untersucht und zu 0,094°/, gefunden. 

Auch Kartoffelflocken kénnen kleine Mengen Ameisensiure 
enthalten. Im Heu finden sich manchmal recht groBe Betrige. 
Die Tabelle bringt einige Werte von Heuproben verschiedener 
Herkunit aus dem Jahre 1941. Unser Versuchsheu (1939) zeigte 
nicht ganz einheitliche Werte um 0,17°/,. Die Herkunft war 
nicht bekannt. 





Ameisensiiuregehalt im Heu | a P 
A > 4 } , 
As Fiaie. . .. ae ae ee . | 0,086 
B. Wiirttemberg + 0,03 
C. Odenwald, trockner Boden . $0,083 
D. Odenwald, feuchter Boden . 10,114 
EK. Kleeheu. . a ee oe eae 0,018 


Ill. Der Hinilu& verfiitterter Ameisensaure auf den. Gehalt 
des Pansens an der Saure 

Bei friiheren Versuchen hatte sich gezeigt, daB die Ameisen- 
siure in den einzelnen ‘leilen des Verdauungstraktes ziemlich 
gleichmiBig verteilt ist. Bei vier Ziegen und fiinf Rindern, die 
vorher keine Amelisensiure erhalten hatten, waren unmittelbar 
nach dem Schlachten in Pansen, Labmagen, Diinndarm und 
Dickdarm Durchschnittskonzentrationen von 0,025°/, Ameisensiiure 
gefunden worden. Es war deshalb wahrscheinlich, da keines 
der Organe hinter dem Pansen bevorzugt an der Verbrennung 
der Ameisensiiure beteiligt ist, da sonst ein auffallendes Sinken 
des Ameisensiiuregehaltes anschlieBend an dieses Organ hiitte ge- 
funden werden miissen. Wir stellten uns also als Nichstes die 
Frage, ob die Saiure schon im Pansen vernichtet wird. Da der 
Pansen ein gro8er, driisenloser Girbehilter ist, in den auer dem 
Speichel keine Verdauungssiifte gelangen, wiirde die Verbrennung 
an dieser Stelle bedeuten, dab die Ameisensiiure den eigentlichen 
Stoftwechsel des Tieres gar nicht erreicht. 


*) O. Flieg, ,,Uber den Ameisensiiuregehalt yon Giirfutterproben 
“Z. t. Tierern. 3, 53 (1940 


\ 
je 
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Zur Klarung dieser Frage wurde so vorgegangen, daB etwa 
30 kg schweren Hammeln mit einem Schlauch in gewissen Ab- 
stiinden Pansensaft entnommen und dessen Ameisensiuregehalt 
nach normalem und stark ameisensiurebelastetem Futter ge- 
priift wurde. 


Versuch [ 





°/, Ameisensiiure 
| bei Nr.27 | bei Nr. 31 
~. I. 1941 8° | Pansensaftentnahme niichtern 0,035 0,049 


9° | Gefiittert mit 2 ke Girfutter mit 
Ameisensiurezusatz [Ameisen- 
siiuregeh. insges. 19,5 g]*) Trink- 
wasser nach Belieben 


16° | Pansensaftentnahme. Noch 
Futterreste 0,013 0,035 
8. Il. 1941 8° | Futter véllig aufgenommen. 
Pansensaftentnahme 0,046 
9° | Gefiittert mit 2 ke Girfutter ohne 


weiteren Ameisensiiurezusatz 
(A-Gehalt 4,9 g). Trinkwasser 
nach Belieben 











9. IT. 1941 g°° | Fitterung wie am Vortag 
10. IL. 194] 8 0° Pansensaftentnahme niichtern 0,009 0,047 
; 9° | Gefiittert mit 2 ke Girfutter mit 
Ameisensiiurezusatz (Gehalt 
insges. 19,5 g). ‘Trinkwasser 
nach Belieben 
16 °° Noch Futterreste. Pansensaft- 
entnahme 0,016 0),029 
11. Il. 194] S° | Pansensaftentnahme niichtern 0,008 0,013 


*) Die zugesetzte Ameisensiiure ist wiederum zur Hiilfte mit Ammoniak 
neutralisiert. 


Rechnet man den normalen Panseninhalt der beiden Tiere 
iberschlagsmibig mit 5 kg, so betrigt der Gesamtgehalt an 
Amelsensiiure etwa 2¢. Durch die Fiitterung ist also etwa 
das 10fache dieser normal im Pansen enthaltenen Menge zu- 
getiihrt worden und immerhin noch das 4- bis 5fache der Menge, 
die bei ausschlieBlicher Fiitterung mit Ameisensiuregirfutter in 
der Praxis vorkommen kann. Dabei hat sich der Ameisensiiure- 
spiegel des Pansens nicht veriindert. 
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Da das durch die Pansenrinne ablaufende Trinkwasser einen 
auswaschenden EinfluB auf das Futter haben und dadurch zu ge- 
ringe Werte vortiiuschen kénnte, wurde der Versuch ohne Trink- 
wassergaben wiederholt. 

Versuch II 








°/, Ameisensiure 


bei Nr. 34 | bei Nr. 39 


22. II. 1941 





9° | 250¢ Kartoffelflocken und 250 g 
Heu (mit 0,66 A.) gefiittert. Kein 





Trink wasser 
23, 11.1941 | 9° ]| Gleiche Fiitterung | 
24. II. 1941 §°° | Pansensaftentnahme niichtern 0,012 0,020 


Dasselbe Futter unter Zusatz 
von 21,9 g Ameisensiiure. Kein 
Trinkwasser 


16 0 Futter etwa zu Pe gefressen. | 














Pansensaft 0.013 0.011 
25. II. 1941 g 00 Keine Futterreste. Pansensaft- 
entnahme 0,011 | 0,021 
Q 09 Dasselbe Futter ohne Ameisen- | 
siure u. Trinkwasser 
16° | Pansensaftentnahme 0,03] 


Ks zeigt sich wieder, da8 der Ameisensiuregehalt des Pansen- 
saftes wenige Stunden nach starken Gaben der Saure praktisch 
unverindert geblieben ist, trotzdem das mit Ameisensiurezusatz 
gegebene Futter beinahe fiinf Prozent der Siure enthilt. Die 
Verbrennung eingefiihrter Ameisensiure findet also, wie vermutet, 
schon im Pansen statt und zwar bis zu den Restkonzentrationen, 
wie sie sich in den Verdauungsorganen vor der Fiitterung finden. 
Es ist anzunehmen, daB diese Restkonzentrationen, die nicht bei 
allen Tieren gleichmifig sind, von der jeweiligen Pansenflora ab- 
hingen; denn Ameisensiiure wird nicht nur verbrannt, sondern 
kann bei den Vorgiingen im Pansen auch entstehen, wie an 
anderer Stelle berichtet werden wird. Die gefundenen Rest- 
konzentrationen, die sich bei dem einzelnen Tier in den ver- 
schiedenen Organen in der gleichen GréBenordnung bewegen, bei 
verschiedenen Tieren aber recht unterschiedliche Werte annehmen 
kénnen, werden durch die Art der Pansenflora bedingt sein und 
eine Differenz aus abgebauter und entstandener Ameisensiiure 
darstellen. Bei den Hammeln 27, 34, 39 liegen diese Werte vor 
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und nach der Verfiitterung von etwa 20 g Ameisensiure pro Tier 
und Tag bei 0,02°/,, bei dem Hammel 31 in gleicher Weise 
etwa doppelt so hoch. Es haben sich aber auch Tiere mit 
wesentlich héherem Ameisensduregehalt in den Organen gefunden. 

Bei Untersuchungen mit anderer Zielsetzung hatte sich eine 
Reihe von Pansenbakterien isolieren lassen, die vor allem anaerob 
im BarcroftgefaB zugesetzte Ameisensiure sehr schnell zum Ver- 
schwinden bringen, wortiber an anderer Stelle berichtet werden 
wird, so daB die vorliegenden Ergebnisse eine Erklirung finden. 

Man erhalt im allgemeinen unter anaeroben Bedingungen eine 
der eingesetzten Ameisensiure entsprechende Menge Kohlensiure, 
aber keinen zusitzlichen Wasserstoff im Gasraum. Der Wasser- 
stoff geht demnach an geeignete Acceptoren, so daB das Ver- 
schwinden der Ameisensiure im vorliegenden T'ext verschiedent- 


lich im Sinne der Dehydrierungstheorie mit ,,Verbrennung“ be- 
zeichnet wurde. 


IV. Uber den Ameisensiurespiegel in den Organen des 
Verdauungstraktes bei Belastung mit hohen Ameisenséiuregaben 


Hatte sich in den vorhergehenden Versuchen gezeigt, daB 
sich der Ameisensiuregehalt des Pansens durch stiirkere Gaben 
der Saiure kaum verindert, so sollen die folgenden Versuche 
zeigen, daB nach solchen Belastungen die Folgeorgane, Labmagen, 
Dickdarm und Diinndarm, keine héheren Mengen an Ameisen- 
siure aufweisen. Ks wurde wieder einigen Hammeln mit dem 
Futter eine starke Ameisensiuremenge zugefiihrt, der Pansen- 
gehalt an ausgeheberten Proben kontrolliert, um einen Zusammen- 
hang mit den vorhergehenden Ergebnissen herzustellen, und 
schheBlich die Tiere nach Aufnahme von reichlich Séure ge- 
totet. Am geschlachteten Tier wurde als erstes die Verbin- 
dungen zwischen Pansen, Labmagen, Diinndarm und Dickdarm 


durch Ligaturen getrennt und der Inhalt der Organe entnommen, 
gewogen und analysiert. 


Versuch IIl 





°/, Ameisensiiure 
im Pansensaft 
Nr. 1 | Nr. 2 | N.26. 
1, VI. 1942 § 00 Pansensaftentnahme niichtern 0,030 
Q 00 


Versuchsfutter: 250g Heu, 100g 
Kartoffelflocken, 100 g Kartoffel- 
mehl, 50 ¢ Zucker, Kalk u. Salz 
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Versuch III (Fortsetzung) 




















*/, Ameisensiure 
im Pansensaft 
Nr. 1 | Nr. 2 | Nr.26 
— — wrod merce - — = | 
2. VI. 1942 ge P: sinaennadtentwaions niic cheer 0,034 | 
3. VI.1942 }| 8° ‘i " 0,017 | 
16 °° 7 fm 0,016 | 
4, VI. 1942 8 00 - m 0,017 | 
9°° | Versuchsfutter m. 202 100°/, iger 
Ameisensiiure in 10 Occ m W asse r 
| 
16° | Pansensaftentnahme | 0,013 | 
). VI. 1942 8° | Pansensaftentnahme niichtern | 0,013 | 
9°° | Versuchsfutter mit 20g Ameisen- | | 
siure 
6. VI. 1942 8°° | Pansensaftentnahme niichtern lo O15 | 
9°° | Versuchsfutter normal | | 
" ' m ror 
7. VI. 1942 8 00 Pansensattentnahme niichtern | 0,017 | 
8. VI. 1942 ge - is 0,016 | 0,019 | 0,016 
9, VI. 1942 | 8% - 0,028 | 0,021 | 0,027 
10. VI. 1942 8 00 0,022 | 0,026 | 0,018 
1. VI. 1942 | 8° A : 0,014 | 0,012 | 0,016 
H 
9°° | Versuchsfutter mit 20g Ameisen- | 
saure | | 
i6° | Pansensaftentnahme | 0,019 | 0,017 
| j ’ 
’ ss mate: 2 an re 
12. VI. 1942 8° | Pansensaftentnahme niichtern { 0,013 | 0,019 | 0,021 
9° | Versuchsfutter mit 20 g Ameisen- | 
saure | 
13° | Nach Futteraufnahme ge- 
schlachtet 
Ameisensiuregehalt der Organe 
Nr. 1 Nr. 2 Nr 3 
Inhalt von — > Tae i "7 - 
Ameisen- Ameisen- | Ameisen- 
Gewicht Gewicht we Gewieht | *™° isen 
siiure | siure siiure 
| . » , : , 
Pansen 53422 | 0,018 9, 66242 | 0,016 °/ 52122 | 0 014 °/, 
0 > . ho s 
Labmagen . 288 ¢ | 0,014 ‘lo 281g | 0,026 °/, 26] o : 034 0). 
Diinndarm . 613g | 0,036 9 688 g | 0,015° 425 & 031 % : 
Dickdarm 879 e | 0,023 ° 1256 ¢. | 0,017 o/ . (23 g 0/026 ’ 


Die drei Versuche bestiitigen den friiheren Befund, 
Ameisensiure im Pansen verbrannt wird. Durch 
hat sich der Gehalt des 


























Pansens nicht veriindert. 
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Ameisensiiure im Pansen nicht umgesetzt, so miBte die Konzen- 
tration um 0,3—0,4°/,, also um eine GréBenordnung steigen. 

Bei Versuchstier 2 sind die Pansensaftentnahmen linger 
durchgefiihrt worden, um den Gang der Ameisensiurewerte ver- 
folgen zu kénnen, und es zeigt sich, daB diese Schwankungen nicht 
unwesentlich sind. 

Durch die Schlachtung werden die Versuchswerte von der 
Gesamtanalyse des Panseninhaltes bestitigt. In Labmagen, Diinn- 
und Dickdarm hegen die Werte in der Hohe der Pansenwerte. 
Wir miissen annehmen, da der Pansenbrei vor Verlassen des 
Pansens — durch Ameisensiiureabbau — diese Werte angenommen 
hatte. Da die Schlachtung etwa eine Stunde nach Aufnahme der 
letzten Futterreste stattgefunden hat, muB der Ameisensiure- 
abbau sehr schnell verlaufen. 

Wire die Ameisensiure an die Folgeorgane weitergegeben, 
so miiBten diese bei ihrem gewichtsmafbig geringen Inhalt ent- 
weder Ameisensiurekonzentrationen aufweisen, die ein Vielfaches 
der Konzentration im Pansen betragen, oder es miiBte der ganze 
Pansenbrei weiter gewandert sein. Weil die Futtermenge aber 
nur ein Zehntel des normalen Panseninhalts ausmacht und der 
Pansen ziemlich gleichmabige Fillungsgewichte aufweist, ist auch 
diese Méglichkeit ausgeschlossen. 

Ks hat sich also zeigen lassen, da Ameisensiiure von Wieder- 
kiuern regelméBig mit den Futtermitteln aufgenommen wird und 
sich in geringen Betriigen im Verlauf der Verdauungswege findet. 
GréBere eingefiihrte Gaben werden durch die Pansenflora in 
kurzer Zeit umgesetzt und kommen mit den eigentlichen Ver- 
dauungswegen und damit mit dem Blutkreislauf nur in kleinsten 
Mengen in Beriihrung. 
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Zur Kenntnis des intermedidren Stoffwechsels des Histidins 
Trennung von Histidase und Urocaninase 
6. Mitteilung 


Von 


S. Edlbacher und G. Viollier 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Basel) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. August 1942) 


In unserer 5. Mitteilung gemeinsam mit H. v. Bidder’) haben 
wir iiber Versuche berichtet, welche das Vorkommen der von 
Kotake, Sera und Yada?) in der Leber entdeckten Urocaninase 
bestiitigen. Wir wiesen in dieser Abhandlung darauf hin, dab 
demnach fiir den hydrolytischen Abbau des Histidins in Leber- 
extrakten mindestens 2 Enzyme existieren miissen: einerseits die 
Histidase und andererseits die Urocaninase. Wir konnten auf die 
Verschiedenheit der beiden Enzyme schon deshalb hinweisen, da 
gezeigt wurde, dab Rattenleber-Histidase durch d-Histidin und 
Brenztraubenséure in ihrer Wirkung gehemmt werden kann, wah- 
rend die Spaltung der Urocaninsiure durch diese beiden Stoffe 
nicht gehemmt wird. Wenn nun tatsachlich die Urocaninsiure 
beim hydrolytischen Abbau des Histidins ein normales Zwischen- 
produkt ist, so muB auBerdem angenommen werden, da durch 
eine «-Desaminase aus dem Histidin Urocaninsiure entsteht. 
Schon in unserer 1. Mitteilung haben wir darauf hingewiesen®), 
daB der Abbau des Histidins iiber die Urocaninsiure wahrschein- 
lich einen Nebenweg darstellt, und daB die Wirkung der Histidase 
in einer hydrolytischen Desaminierung des Imidazolringes des 
Histidins besteht. 

Wie wir in der Folge zeigen kénnen, ist es uns durch An- 
wendung des Adsorptionsverfahrens gelungen aus wiBrigen Leber- 
extrakten die beiden Enzyme voneinander zu trennen. Es liefen 
sich einerseits Lésungen erhalten, welche das Histidin spalten 





1) Diese Z. 273, 165 (1942). 
*) Diese Z. 270, 38 (1941). ) Diese Z. 157, 106 (1926). 
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und andererseits erhielten wir Lésungen, welche nurmehr Uro- 
caninsiure angreifen. Da bei der Spaltung des Histidins mit 
solcher gereinigter Histidase die Spaltung in dem Sinn verliutft, 
da8 parallel mit dem Auftreten des freien Ammoniaks die Auf- 
spaltung des Imidazolringes einhergeht, ist die Annahme, da8 hier 
zuerst Urocaninsiiure entsteht, die dann einem weiteren Spaltungs- 
vorgang anheimfiallt, wohl auszuschlieBen. Wird nimlich die Spal- 
tung des Histidins durch Histidase stufenphotometrisch verfolgt, 
wie wir das mit H.Baur, H.R. Staehelin und A. Zeller?) be- 
schrieben haben, so beobachtet man, daB im gleichen Mae wie 
Ammoniak gebildet wird, der Imidazolring einer Spaltung unterliegt. 

Andererseits spalten Liésungen von reiner Urocaninase Histidin 
iiberhaupt nicht oder nurmehr spurenweise. Die verschiedene 
Individualitét der beiden Enzyme ist dadurch erwiesen. Durch 
Konkurrenzversuche konnten wir nun auch die Wirkungsweise 
der beiden Enzyme niher charakterisieren. Gereinigte Histidase- 
lésung wird bei Zusatz von steigenden Mengen von Urocaninsiiure 
gehemmt. Urocaninsaiure verhilt sich also dementsprechend ge- 
nau so wie die anderen Imidazole, von denen wir zeigen konnten 
(K., Baur und Becker’), dab sie ebenfalls befaihigt sind durch 
Blockierung die Spaltung des natiirlichen |-Histidins zu hemmen. 
Da in solchen Rohextrakten auch die Urocaninase vorhanden ist, 
kann man die Hemmung der |-Histidinspaltung durch Urocanin- 
siiure nur dann feststellen, wenn man das Austreiben des Ammo- 
niaks mit der sogenannten Soda-Folin-Methode durchfiihrt; denn 
da gleichzeitig dann auch Urocaninsiure gespalten wird, wird bei 
der Anwendung der sogenannten Laugen-Folin-Methode kein 
Absinken des Ammoniaks eintreten. Wie weiter unten gezeigt 
wird, entspricht diese EKrwartung auch den Tatsachen. Anderer- 
seits konnten wir eindeutig zeigen, daB reine Urocaninaselésungen 
durch einen mehrfachen Uberschu8 an 1-Histidin in ihrer Wirk- 
samkeit nicht beeinfluBt werden. Die typische Blockierung des 
Enzyms durch das zugesetzte Imidazol-Derivat (in diesem Fall 
l-Histidin) bleibt hier also aus. Daraus kann man mit einiger 
Wahrscheinlichkeit den SchluB ziehen, daB die Natur der Uro- 
caninase ganz anders sein muf als die der Histidase, denn 
letztere wird ja, wie das oben erwihnt wurde, durch alle unter- 
suchten Imidazolderivate blockiert. 


1!) Diese Z. 270, 158 (1941). 
*) Diese Z. 265, 61 (1940). 
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Wie in der folgenden Abhandlung mit F. Heitz") gezeigt 
werden wird, scheiden Versuchstiere, welche mit Urocaninsiure 
belastet wurden, diese Siure zum gréften Teil in unverinderter 
Menge wieder aus. Wihrend z. B. beim Meerschweinchen, bei 
Belastung mit 0,1 g Histidin pro 100g Tiergewicht noch gar keine 
Imidazolkérper im Harn ausgeschieden werden, findet sich bei 
Belastung der gleichen Tiere mit 0,1 g Urocaninsiure praktisch 
die ganze Menge der Urocaninsiiure im Harn wieder. Wenn die 
Urocaninsiiure aber ein normales Zwischenprodukt des Histidin- 
abbaus wire, so kénnte unmdglich schon eine so geringe Menge 
von parenteral verabreichter Urocaninsiure quantitativ im Harn 
erscheinen. 

Reinigungsversuche mit Histidase haben wir schon in der 
2. Mitteilung gemeinsam mit J. Kraus?) beschrieben. Wir konnten 
damals schon zeigen, daB man eine gewisse Reinigung der Histi- 
dase erzielt, wenn man den wibrigen Leberextrakt einer Vor- 
adsorption mit Kaolin unterzicht und dann mit Aluminium- 
hydroxyd C, nach Willstatter adsorbiert. Durch Elution des 
Aluminiumhydroxydadsorbats erhilt man eine teilweise gereinigte 
Lésung. Gemeinsam mit EK. Simons’) hatten wir auch schon 
versucht eime T'rrennung der Histidase von der Arginase durch- 
zutiihren, die damals bis zu einem gewissen Grade gelang. 

Kine genauere Untersuchung der gebriiuchlichen Adsorptions- 
mittel wie Kaolin, Tonerde C,, Fullererde, Frankonit, Faserton- 
erde und Kisenhydroxyd zeigte aber, daB alle diese Adsorptions- 
mittel sehr wenig selektiv wirken. Ganz anders aber verhalten 
sich basisches Bleiphosphat und Calciumtriphosphat. Durch An- 
wendung dieser beiden Adsorbentien gelang die Trennung der 
Histidase und Urocaninase. Sie wurde in folgender Weise durch- 
gefiihrt: 

Reindarstellung von Histidase 

WiBbriger Leberextrakt wird zunichst mit Kaolin vorgereinigt 
und die vom Kaolin auszentrifugierte Fliissigkeit mit der gleichen 
Menge Phosphatpuffer p,, 5,3 versetzt. Nun erfolgt Zusatz von 
basischer Bleiphosphat-Suspension. Der auszentrifugierte Blei- 
phosphatniederschlag wird mit m/15-Phosphatpuffer p,, 8,0 eluiert. 
Diese Elution wird mit Zitronensiiure wieder auf p,, 5,3 gebracht 
und nochmals mit Bleiphosphat adsorbiert. Dieses 2. Bleiphosphat- 

1) Diese Z. 276, 117 (1942). 


*) Diese Z. 191, 225 (19380). 3) Diese Z. 167, 76 (1927). 
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adsorbat wird nun wieder mit Phosphatpuffer p,, 8,0 eluiert. Diese 
Elution enthalt nurmehr Histidase, sie spaltet Urocaninséure nur 
noch spurenweise. 


Reindarstellung von Urocaninase 


WiBriger Rattenleberextrakt wird mit Kaolin vorgereinigt 
und mit einer Suspension von Calciumtriphosphat versetzt. Es 
wird yom Calciumtriphosphatniederschlag auszentrifugiert und die 
Restlésung nochmals mit Calciumtriphosphat adsorbiert. Es wird 
wieder auszentrifugiert und nun der Bodenkérper mit Phosphat- 
puffer p,, 8,0 eluiert. Auf diese Weise erhilt man ein Kluat, 
welches nurmehr Urocaninsiiure spaltet wihrenddem Histidin 
nur spurenweise gespalten wird. Aber auch in der Restlésung 
findet sich nun nurmehr Urocaninase. 


Beispiel einer solchen Trennung der beiden Enzyme 
Darstellung von Calciumtriphosphat') 


Je 7,6¢ Na,PO,-12H,O und 6,6 g CaCl,-6H,O werden in je 100 cem 
Wasser gelést und gemischt. Man setzt den Ansatz am besten mit der 
5fachen Menge der angegebenen Salze an. Dann wird in 2 Literzentri- 
fugengliser abgefiillt und 5mal bei 2—3000 Touren auszentrifugiert. Der 
Niederschlag wird nach jedem Zentrifugieren mit einem Glasstab mit flach 
gedriicktem Boden gut mit Wasser vermischt und aufgewirbelt. Wenn 
richtig durchgemischt war, ist beim 5. mal Zentrifugieren die iiberstehende 
Fliissigkeit frei von Chlorionen, was mit Silbernitrat und Salpetersiiure zu 
priifen ist. 

Der Niederschlag der 5fachen Menge der oben angegebenen Salze 
wird insgesamt mit einem Liter Wasser suspendiert und auf der Schiittel- 
maschine '/, Stunde geschiittelt. Die Suspension wird im Eisschrank auf- 
bewahrt. 

Darstellung von Bleiphosphat 


Man versetzt eine Lésung von 60g Na,HPO, in 3—4 Liter Wasser 
unter stetem Umriihren mit der berechneten Menge Bleiacetat (von der 
officinellen Solutio plumb. subacet. duplex bendtigt man etwa 300 cem), fiillt 
mit Wasser auf 10 Liter auf und Jibt den entstandenen Niederschlag ab- 
sitzen. Nach dem Dekantieren wird vom Wasser abgehebert, unter kriif- 
tigem Umriihren wieder mit 10 Liter Wasser aufgefillt und so weiter bis 
die Suspension von ihrem Phosphatiiberschu8 befreit ist. Von der 10. De- 
kantierung an ergibt die iiberstehende Fliissigkeit bei Zusatz von einigen 
Tropfen der Bleiacetatlésung keine Tribung mehr. Erst die Verwendung 
einer auf diese Art gewaschenen Bleiphosphatsuspension brachte den ge- 
wiinschten Reinigungserfolg. 


1 


) Tschuchihashi, Biochem. Z. 140, 63 (1923); vgl. auch Bertho- 
Grabmann, Biochem. Praktikum 1936, 8S. 191. 
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Trennung der Histidase von der Urocaninase 


50 ¢ Rattenleber werden mit Quarzsand und 200 ccm Wasser 
verrieben und zentrifugiert. 160 ccm der zentrifugierten Lésung 
werden mit 4g Kaolin verrithrt, 10 Minuten rotiert und zentri- 
fugiert. Zur zentrifugierten Lésung wird ein gleiches Volumen 
m/15-Phosphatpuffer p,, 5,3 gesetzt. Nun erfolgt Zugabe der 
11/,fachen Menge der obigen Bleiphosphatsuspension. Es wird 
auszentrifugiert. Die Restlésung ist gelblich triib gefirbt (Wert- 
bestimmung in nachstehender Tabelle Probe 3—4). Das Bblei- 
adsorbat wird mit dem gleichen Volumen m/15-Phosphatpuffer 
p,, 8,0 verrithrt und 3 Stunden im EKisschrank eluiert. Es wird vom 


Tabelle 1 





T »« 1 ° - . lk Y 
Histidin — Enzymlésung Verbrauch cem n/50-H,SO, 
Nr. siiure Le pater nanystivnniei 
m/10 m/10 je 9 com Soda Lauge 
2,0 0,0 Ausgangslésung mit 12,2 | 20,5 
2 0,0 2,0 Kaolin vorger. | 13,1 
, " | ae 
3 2,0 0,0 Restlésung nach 1,0 | 1,75 
4 0,0 2, Adsorpt. bei py, 5,3 2,45 
5 2,0 0,0 Eluat bei py, 8,0 10,2 | 17,4 
( 0,0 2,0 | 7,1 
7 2,0 0,0 Dasselbe Eluat auf 13,1 | 13,65 
8 0,0 2,0 px 5,3 gebracht | 7,1 
9 2, 0,0 Eluat bei py, 8 8,2 | 16,0 
10 0,0 2,0 nach nochm. Ad- 7 
sorpt. bei py 5,3 | 

















Bleiniederschlag auszentrifugiert (Wertbestimmung Probe 5—6). Die 
rotlich triibe Fliissigkeit wird nun mit einer 15°/,igen Zitronen- 
siurelésung (sehr vorsichtig!) mit Hilfe von Bromkresolpurpur- 
Papier auf p,, 5,3 gebracht (Wertbestimmung Probe 7—8). Diese 
Lésung wird nun mit dem gleichen Volumen der Bleiphosphat- 
suspension nochmals adsorbiert, die Restlésung wird verworfen. 
Das auszentrifugierte Bleiphosphatadsorbat wird wieder mit dem 
gleichen Volumen m/15-Phosphatpuffer p,, 8,0 wie oben eluiert. 
(Wertbestimmung dieses Mal in 10 ccm Probe 9—10). . 

Die Ansitze wurden in folgender Weise durchgefihrt: Je 
5ccm bzw. 10 ccm Enzymlésung werden mit je 2 ccm m/i0-1-Histi- 
din bzw. Urocaninsiiure versetzt?) (parallel wurde in jeder Probe 
auch die Arginase bestimmt, es zeigte sich dabei, daB dieses 





') Darstellung der Urocaninsiiure; vgi. Diese Z. 276, 126 (1942). 


Zur Kenntnis des intermediiren Stoffwechsels des Histidins 118 


Enzym durch den gewihlten Adsorptionsgang nicht abzutrennen 
war), dann gibt man 13 ccm m/15-Phosphatpuffer p,, 8,0 und 
1 ccm Toluol zu. Exposition 13 Stunden bei 38° Bestimmung 
des Ammoniaks nach der Soda-Folin- bzw. Laugen-F olin-Methode 
wie friiher beschrieben }). 


Trennung der Urocaninase von der Histidase 


50 g Rattenleber werden mit Quarzsand und 200 ccm Wasser 
verrieben und zentrifugiert. 160 ccm der zentrifugierten Lésung 
werden mit 4g Kaolin verriihrt, 10 Minuten rotiert und zentri- 
fugiert. (Wertbestimmung in Tab. 2, Versuch 1, 2). Der Rest der 








Tabelle 2 
- aE re EE a es Verbrauch cem n/50 
’ S= | axa | Puffer , , Schwefelsiure 
Nr me |lesa¢e Pu Enzymlésung Sere aren ee hs 
7 -. ws i well RNa et Soda | Lauge f 
1 2,0 0,0 8,0 Ausgangslésung 10,45 21,8 
2 0,0 2,0 8.0 Kaolin-Vorrg. 5 cem 11,9 
3 2,0 0,0 8,0 1. Restl6sung 1,4 2,15 
4 0,0 2,0 8.0 5 ecm 10,0 
5 2.0 0,0 8,0 Eluat vom 1. Adsorbat 9,4 15,0 
6 0,0 2,0 bei py 8,0 5 ecm 5,9 
7 2.0 0,0 7,4 Eluat vom 1. Adsorbat 6,5 12,7 
8 0,0 2,0 bei py 7,4 5 ccm 5,5 
9g 2.0 0,0 6,8 Eluat vom 1. Adsorbat 7,75 13,6 
10 0,0 2, bei py, 6,8 5 cem 5,8 
11 2,0 0,0 8,0 2. Restlésung 0,6 1,15 
12 0,0 2,0 5 eem 7,20 
13 2,0 0,0 8,0 Eluat yom 2. Adsorbat 0,5 0,6 
14 0,0 2,( bei py, 8,0 10 ecm 8,0 
15 2,0 0,0 7,4 |Eluat vom 2. Adsorbat] 0,0 0,5 
16 0,0 2,0 7,4 bei py, 7,4 10 cem 8,8 
17 2,0 0,0 6,8 Eluat vom 2. Adsorbat 0,0 0,4 
18 0,0 2,0 bei py, 6,8 10 ccm 8,5 

















Lésung wird mit der gleichen Menge Calciumtriphosphat—Suspen- 
sion adsorbiert und zentrifugiert (Wertbestimmung 3, 4). Das Rest- 
adsorbat gibt bei verschiedenem p,, eluiert (Wertbestimmung 5—10) 
sowohl Histidase — als auch Urocaninasespaltung. Die Rest- 
lésung wird nun nochmals mit Calciumtriphosphat adsorbiert, und 
zwar fiir je 10 com Loésung 2 ccm Triphosphatsuspension. Es wird 


) Diese Z. 270, 158 (1941). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 276 8 
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auszentrifugiert und das 2. Adsorbat ebenfalls bei verschiedenem 
p, eluiert (Probe 11,12). Es zeigt sich, daB durch Elution bei 
allen drei angewandten p,-Werten Liésungen erhalten werden, 
welche bis auf minimale Spuren von Histidin nurmehr Urocanin- 
siure spalten (13—18). 

Die Spaltungsansiitze wurden in gleicher Weise wie bei der 
Histidase ausgefiihrt. 


Konkurrenzversuche | 


In unserer 5. Mitteilung mit H. von Bidder?) wurde schon 
gezeigt, daB ungereinigte Rattenhistidase nicht nur antipodisch 
durch d-Histidin, sondern auch durch Brenztraubensiure gehemmt 
wird, wihrend die gleichzeitig in Lésung befindliche Urocaninase 
durch diese beiden Stoffe nicht beeinfluBt wird. Es wurden nun 
die gereinigten Enzymlésungen in &hnlicher Weise untersucht. 
Wird eine nach dem Bleiphosphat-Adsorptionsverfahren gereinigte 
Histidaselésung mit steigenden Mengen von Urocaninsiure ver- 
setzt, so zeigt sich, dab die Histidinspaltung bis zu 50°/, gehemmt 
werden kann. Es verhilt sich also die Urocaninsiure bei der 
Spaltung des Histidins durch reine Histidase genau so wie die 
Imidazole. Reine Histidase wird von der Urocaninsdure also 
blockiert. Wird andererseits aber reine Urocaninaselésung mit 
Urocaninsiure versetzt und setzt man nun steigende Mengen 
l-Histidin zu, so zeigt sich keinerlei Beeinflussung der Urocani- 
nasewirkung. Urocaninase lift sich also weder durch d-Histidin 
noch durch |-Histidin blockieren. Die folgenden Tabellen geben 
das Verhiltnis an einem speziellen Beispiel wieder (vgl. Tab. 3 u. 4). 

Wie wir nun auch in der 5. Mitteilung (a. a. O.) gezeigt haben, 
sinken im Verlaufe der Spaltung die stufenphotometrisch ermittelten 
Imidazolwerte ganz parallel mit der Zunahme des gebildeten freien 
Ammoniaks (das mit Soda bestimmbar ist) ab. Auf Grund 
dieser Beobachtung ist es ganz unwahrscheinlich, da 
die Histidase das Histidin zuerst zu Urocaninsiure ab- 
baut. Ein direkter Beweis, da8 die Urocaninsiiure kein Produkt 
der Histidasereaktion sein kann, ist mit den obigen Konkurrenz- 
versuchen geliefert, denn die Histidasespaltung des Histi- 
dins verlaiuft auch bei Abtrennung der Urocaninase. 


Weiterhin geben die mitgeteilten Konkurrenzversuche einen 
gewissen Aufschlub iiber die Natur der Urocaninase. Dieses Enzym 


Diese Z. 273. 165 (1942) 
€ } a’ ‘ET eet le 
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Tabelle 3 
Alle Proben mit m/15-Phosphatpuffer py, 8,0 auf 20 cem gebracht. 
Exposition 16 Stunden bei 38°. 























‘ 7 n/50-Ammoniak 
Enzym aus Substrat Hemmungskorper Folin-Bestimmung 
Rattenleber ccm m/10 eem m/10 ome 0 i 
Soda |  Lauge 
ore RS ae SE a ~ Ee somes 2 eae anne agree Sty — ee ? —— 
Rohextrakt 2 j-Histidin | 0,0 Urocaninsiure 1S, | 21, 
(Histidase + | 2 4,0 | 9.3 25,3 
Urocaninase | 2 6,0 " 8,4 24,7 
je 5 eem) 2 8.0 fy 7,4 23,0 
— 2 ‘ 0,0 - 7,2 | 11,2 
Histid 18 - ” 4,0 ” 2,9 9,9 
S$ ¢ se . “ag c | _ 
in he 2 6,0 i 1,8 | 5,3 
je 5 eem 3'0 ne | =") 
— as 9 A ws 
“— 2 Pe 0,0 1-Histidin 1,5 
Reine 9 ‘ ( 
TT : - $8 4,0 “5 1,9 
Urocaninase | 5 60 | 2'( 
je 5 com 9 % lon - oY 
2 7 | 8,0 ‘ 2,1 











Tabelle 4 
Alle Proben wurden mit m/15-Phosphatpuffer py 8,0 auf 20 cem gebracht. 
Exposition 16 Stunden bei 38°. 








" a W k n/50-Ammoniak 
4nzym aus Substrat emmungeskorper , , 
. ‘ © P Folin-Bestimmung 
Rattenleber eem m/10 cem m/10 
| Lauge 
Rohextrakt 2,0 Lrocanins. | 0,0 Urocaninsiure 14,] 
(Histidase + 2,0 | 4,0 22,4 
Urocaninase 2,0 6,0 24,7 
je 5 cem 2,0 8,0 23,0 
Reine 2,0 0,0 1,9 
Histidase 2,0 4,0 2,0 
ye 5 cem 2,0 6,0 Bs 2,8 
2,0 8,0 ie 2,6 
Reine 2,0 0,0 1-Histidin 13,6 
Urocaninase 2,0 4.0 13,4 
je 5 ecm 2,0 6,0 13,0. 
2,0 8.0 13,1 














ist also weder durch ]- noch durch d-Histidin, sowie auch nicht 
durch Brenztraubensiure hemmbar. Es ist daher die Annahme 
berechtigt, daB die Urocaninase anderer Natur sein muB als die 
Histidase. 

Ein weiterer Beweis, daB die Histidasereaktion nicht iiber 
die Urocaninsiure fiihren kann, wird in der folgenden Mitteilung 
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mit Fr. Heitz!) auf Grund von Belastungsversuchen gebracht 
werden. 

Die mitgeteilten Versuche eréfinen nun auch einen Weg, der 
miglicherweise dazu fiihren wird, die Natur der beiden Enzyme 
Histidase und Urocaninase genauer kennenzulernen. Wir sind 
mit diesem Problem beschiftigt. 

Wenn also die Urocaninsiure im Stofiwechsel iiberhaupt als 
Zwischenprodukt auftritt, wie das nach den Untersuchungen der 
japanischen Autoren nicht bezweifelt wird (wenn es uns auch nie- 
mals gelang Urocaninsiiure-Ausscheidung zu erzielen), so mu an- 
genommen werden, daB fiir den Abbau des Histidins zwei hydro- 
lytische Abbauwege zur Verfiigung stehen. Der eine fiihrt durch 
direkte Imidazolringspaltung bis zur |-Glutaminsdiure. Fiir den 
anderen Weg muBf eine noch bisher unbekannte «-Desaminase 
des Histidins angenommen werden, die zur Bildung der Urocanin- 
siure notwendig ist. Diese Urocaninsiure wird dann durch die 
Urocaninase weiter gespalten. Wie wir in der folgenden Mitteilung 
mit Fr. Heitz nun zeigen werden, erhalt man dann auch aus 
Urocaninsiure l-Glutaminsiure. Wir betrachten diesen 2. Weg 
des Histidin-Abbaus auf Grund der in der folgenden Mitteilung 
beschriebenen Belastungsversuche als einen Nebenweg, wie wir 
das in unserer 1. Mitteilung”) schon angenommen haben. 


Zusammenfassung 


1. Es wird ein Verfahren beschrieben, welches es gestattet, 
aus Leberextrakt Histidase und Urocaninase zu trennen. 

2. Es wird daher der Beweis gefiihrt, daB Histidase das 
l-Histidin auch bei Abwesenheit von Urocaninase hydrolytisch 
spaltet. 

3. Demnach wird die von Kotake*) aufgestellte Vermutung, 
daB die Urocaninsiiure ein Zwischenprodukt der normalen Histi- 
dasespaltung ist, widerlegt. 

1) Diese Z. 276, 117 (1942). 

*) Diese Z. 157, 106 (1926). 

3) Diese Z. 270, 38 (1941). 
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Zur Kenntnis des intermedidren Stoffwechsels des Histidins 
Uber das Verhalten von Urocaninsaiure im Tierkérper 


7. Mitteilung 
Von 
S. Edlbacher und Fr. Heitz 





(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Basel) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. August 1942) 


In Fortsetzung der in der vorigen Mitteilung mit G. Viollier}) 
durchgefiihrten Untersuchungen iiber die Rolle der Urocaninsaure 
beim Abbau des Histidins einerseits und in Fortsetzung der 
Untersuchungen mit H. von Bidder?) und derjenigen mit H. Baur 
und H. R. Staehelin*) untersuchten wir das Verhalten der Uro- 
caninsiure im tierischen Organismus nach parenteraler Verab- 
reichung. In der 5. Mitteilung (a. a. 0.) hatten wir schon darauf 
hingewiesen, da8 wir eine Ausscheidung von Urocaninsaure nach 
Verabreichung von Histidin niemals reproduzieren konnten. Um so 
mehr interessierte deshalb die Frage, wie sich nun die aus 
Histidin dargestellte Urocaninsiure im tierischen Organismus Ver- 
halten wiirde. 

In genauer Wiederholung unserer Belastungsversuche mit 
l- und d-Histidin wurden deshalb Untersuchungen mit Urocanin- 
siure*) durchgefiihrt. Die neutralisierte Urocaninsaiurelésung 
wurde den Tieren subcutan injiziert, der Harn wurde quantitativ 
gesammelt und in dem Mischharn von 24 Stunden wurde die 
Urocaninsaure nach der in der 5. Mitteilung (a. a. O.) angegebenen 
Methode einerseits photometrisch und andererseits enzymatisch 
durch Spaltung mit Urocaninase bestimmt. Ks gelangten als Ver- 
suchstiere zur Verwendung miannliche, weibliche und gravide 
Meerschweinchen, Ratten und Kaninchen. 

Injiziert man Meerschweinchen pro 100 g Kérpergewicht 0,1 g 
Histidinchlorhydrat, so scheiden diese Tiere im Harn noch kein 
Histidin aus, erst bei Verabreichung von 0,15 g Histidin beginnt 


') Diese Z. 276, 108 (1942). *) Diese Z. 273, 163 (1942). 
*) Diese Z. 270, 165 (1941). *) Diese Z. 276, 126 (1942). 
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die Histidinurie. Verabreicht man nun Meerschweinchen in 
in gleicher Weise 0,1 g Urocaninsaéure pro 100 g Kérpergewicht, 
so scheiden die Tiere 60—90°/, der verabreichten Urocaninsiiure 
im Harn wieder aus. Bei Verabreichung von 0,2 ¢ Urocanin- 
siure pro 100 g Tiergewicht wird ein geringerer Prozentsatz der 
Urocaninsiiure ausgeschieden. Es prigt sich bei Verabreichung 
dieser groBen Menge von Urocaninsiiure die Wirkung der in der 
Leber vorhandenen Urocaninase aus. Verabreicht man Ratten 
0,1 g Urocaninsiure pro 100g Kérpergewicht, so scheiden die 
Tiere nach der photometrischen Bestimmung 36—57°/, der Uro- 
caninsiiure schon nach einigen Stunden im Harn aus. Man kann 
bei diesen Versuchstieren sogar beobachten, daB die Urocanin- 
siure direkt aus dem Harn auskrystallisiert. Belastet man aber 
die gleichen Tiere mit der gleichen Menge Histidin, so zeigt sich 
keine Spur von Histidinausscheidung. Da die quantitative Er- 
fassung des Rattenharns nicht sehr exakt ist, ist es sehr wahr- 
scheinlich, daB die Menge der ausgeschiedenen Urocaninsiure bei 
der Ratte um etwa 20—30°/, hoher einzusetzen ist. 

Werden Kaninchen mit 0,05 g Urocaninsiure pro 100 g 
Kérpergewicht injiziert, so treten im Harn 82—89°/, Urocanin- 
siiure wieder auf. Bei Verabreichung von 0,1 g pro 100 g Kérper- 
gewicht wird die Urocaninsdiure wieder quantitativ im Harn aus- 
geschieden (die in der folgenden T'abelle angegebenen Zahlen sind 
etwas hodher als 100°/,, dies beruht auf dem Streuungswert der 
Bestimmungsmethode). In der folgenden Tabelle sind alle diese 
ermittelten Werte iibersichtlich zusammengestellt. 














Injizierte Im Harn ausgeschieden nach 24 Std. 
| tiara aaaeaameeaeerar Coane teen nena aenaeee 
pro 100 ¢ photometrisch | enzymatisch 
Kérpergewicht bestimmt bestimmt 
Meerschweinchen 0,1 g 65 %/, 74 °/,*) 
minnliche 68 °/, or 
> 0; 7) 0/ 
62 °/, ihe 
81 7 ‘5 93 | 
Meerschweinchen 0,1 g 92°, | 80 °/, 
miinnliche 74%, | 60 °/, 
ia sae i¢ 
90 i ae 0 
75 */ QQ 0 A 
Meerschweinchen 0,1 g 96 °/, | 118 °/, 
gravid $3, | 95°. 
81 /, 99 9), 
55%, | ie". 








*) Dieselben Tiere scheiden mit 0,1 g Histidin kein Histidin aus. 
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Injizierte Im Harn ausgeschieden nach 24 Std. 
Urocaninsiure |— : : 
pro 100g photometrisch | enzymatisch 
Korpergewicht bestimmt | bestimmt 
Meerschweinchen 0,2 ¢ ti ts Pe | 59 °/, 
miinnliche 80 °/, | th Ie 
0 ,9) 0 
81 ly 62 "fo 
54 °/,, 46 °/, 
FO? 59 0/ 
6D °/, 52 9 
AR 0 m7 ( 
ot “lo 1% 0 
Meerschweinchen 0,3 ¢g 10 °/ 29 ° 
minnliche 53 9. 28 0 
Ratte 0,1 g Sad | 
51 "lo 
68 °/, *) | 
Kaninchen 0,05 g 82 °/, 
89 ° | 
e 0 | 
01g 99 °/, 102 /, 
110 */, 107 °/, 








*) Mit derselben Menge Histidin kein Histidin im Harn. 


Uber die Bestimmungsmethode brauchen wir hier nichts weiter zu 
sagen, denn sie ist in den Mitteilungen mit H. Baur und H. R. Staehelin 
(a, a. O.) und mit H. von Bidder (a. a. 0.) genau beschrieben. 


Isolierungsversuche 


Um nun den eindeutigen Beweis zu fiihren, daB nach In- 
jektion von 1-Histidin bzw. von Urocaninsiure die in dem Harn 
ausgeschiedenen Substanzen wirklich Histidin bzw. Urocaninsiiure 
sind, wurde neben der enzymatischen und stufenphotometrischen 
Bestimmung dieser Stoffe die praparative Isolierung von 1-Histidin 
und Urocaninsiure durchgefiihrt. Schon in der Mitteilung mit 
H. Baur und H. R. Staehelin haben wir Isolierungsversuche 
von parenteral verabreichtem Histidin aus dem Harn beschrieben, 
und es sei hier auch auf die Untersuchungen von E. Abderhalden 
und Hanson?) hingewiesen. 

Da wir in der genannten Mitteilung das verabreichte Histidin 
nur aus dem Kaninchenharn wieder gewannen, wurden neuer- 
dings Versuche unternommen, indem auch gréBere Serien von 
Meerschweinchen mit Histidin belastet wurden und das aus- 
geschiedene Histidin aus dem Harn isoliert wurde: 


10 miinnliche Meerschweinchen erhalten insgesamt 15 g 1-Histidinchlor- 
hydrat in neutraler Lésung subcutan injiziert und zwar pro 100 g Ko6rper- 


1) Fermentforsech. 15, 274 (1937). 
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gewicht 0,3 g¢ Histidin. Es wurden die Harne gesammelt. Bei 5 der 
10 Tiere wurden die ausgeschiedenen Histidinmengen sowohl stufenphoto- 
metrisch als enzymatisch bestimmt. Sie betrug 15—32°/, der verabreichten 
Menge. Es mufte sich dementsprechend ein betrichtlicher Teil des Histi- 
dins im Harn wieder finden lassen. 


Der gesamte Harn wurde auf 1000 cem mit Wasser verdiinnt und mit 
Phosphorwolframsiure gefallt. Die Phosphorwolframatniederschlige werden 
in iiblicher Weise in Bariumhydroxyd zerlegt. Die vom Baryt und Schwefel- 
siiure befreite Fliissigkeit wird im Vakuum zur Trockene gedampft. Die 
zuriickbleibende briunliche Kr:stallmasse wird mit wenig Wasser geldst, 
und durch alkoholische heiB gesittigte Quecksilberchloridlésung gefiillt, 
wobei die Reaktion durch Zusatz von Natriumearbonat stindig schwach 
alkalisch gehalten wurde. Der rotbraune Niederschlag wird nach 12 Stunden 
abgesaugt, mit Wasser gewaschen und in 2n-Schwefelsiure bis zur stark 
sauren Reaktion verrieben und das Quecksilber mit Schwefelwasserstoff 
entfernt. Das Filtrat vom Quecksilbersulfid wird im Vakuum eingeengt. 
Die restierende Krystallmasse wird in konzentrierter Lésung mit heifer 
alkoholischer Pikrolonsiurelésung gefallt. Das Pikrolonat wird umkrystal- 
lisiert und in der Hitze mit Salzsiure zersetzt. Nach Entfernung der 
Pikrolonsiure wird eingeengt, mit etwas Tierkohle gekocht und das Filtrat 
wieder zur Trockne gedampft. Die feste Masse wird mit heiBem Alkohol 
aufgenommen, wobei beim Erkalten etwa 1 g reines Histidindichlorhydrat 
vom charakteristischen Schmelzp. 230° auskrystallisiert. Demnach scheidet 
also auch das Meerschweinchen sowie das Kaninchen nach Injektion von 
gréBeren Mengen von Histidin einen Teil dieser Aminosiure unverindert 
im Harn aus, ein Ergebnis, welches die vorhin erwihnten enzymatischen 
und stufenphotometrischen Bestimmungen dieser Aminosiiure im Harn be- 
stiitigt. Der Versuch wurde nochmals mit anderen Tieren wiederholt und 
fiihrte zu dem gleichen Ergebnis, nur erhielten wir in diesem Fall das 
Histidinmonochlorhydrat vom Schmelzp. 260°. 


6 minnliche Meerschweinchen erhalten anderseits Urocaninsiuremengen 
von 0,1-—-0,2 g pro 100 g Tiergewicht subcutan injiziert; insgesamt 4 g. In 
den 24-Stunden Harnen wurde die Urocaninsiure photometrisch und enzy- 
matisch bestimmt. Es wurde bei allen Tieren zusammen etwa 60°/, der 
verabreichten Urocaninsiure wieder ausgeschieden. Die gesamten Harne 
wurden wie oben beschrieben mit Phosphorwolframsiure gefillt. Die aus 
dem Phosphorwolframat isolierte Krystallmasse wurde in Wasser gelist, 
mit Tierkohle geklirt und zum Sirup eingeengt. Der Sirup wurde mit '/, 
des Volumens konzentrierter Salpetersiure versetzt, wobei sich das Nitrat 
der Urocaninsiure in schénen weiBen Krystallen ausschied. Es zeigte 
den charakteristischen Schmelzpunkt von 213—215° und ergab beim Misch- 
schmelzpunkt mit reinem Urocaninsiurenitrat keine Depression. Es konnten 
insgesamt 2g Urocaninsdurenitrat isoliert werden. Dies steht gréBen- 
ordnungsweise in guter Ubereinstimmung mit den oben erwihnten Ergeb- 
nissen der enzymatischen und stufenphotometrischen Bestimmungen. Aus 
dem Urocaninsiurenitrat wurde auch die freie Urocaninsiure hergestellt, 
welche ebenfalls durch den Schmelzpunkt charakterisiert wurde. Es ist 
demnach sicher, da8 die Urocaninsiiure zum gréBten Teil unverindert im 
Harn wieder ausgeschieden wird. 
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Isolierung der Spaltprodukte aus Urocaninsaure 


In Anlehnung an die friiheren Versuche mit J. Kraus’) und M.Neber?) 
wurde eine groBe Menge Urocaninsiure mit Rattenleberextrakt gespalten 
und daraus die natiirliche 1-Glutaminsiure als Spaltprodukt isoliert: 


250 g Hundeleber werden im Latapie-Apparat zerkleinert und mit 
500 cem m/15-Phosphatpuffer py 8,0 eine Viertelstunde extrahiert und dann 
auszentrifugiert. Andererseits werden 10 g Urocaninsiiure in 400 cem 
Phosphatpuffer p;, 8,0 suspendiert, am Wasserbade schwach erwirmt und 
unter Zusatz von NaOH in Lésung gebracht. 400 cem des Leberzentri- 
fugats werden mit der Urocaninsiiurelésung gemischt, auf 1 Liter verdiinnt 
und unter Zusatz von 50 cem Toluol 24 Stunden bei 38° digeriert. Die 
Ammoniakbildung nach Folin in 5 cem der Reaktionsfliissigkeit ergab nach 
dieser Zeit eine Spaltung von 88°/,. 

Die Flissigkeit wird nun mit 10 ecm Eisessig versetzt und im Wasser- 
bad 20 Minuten lang koaguliert. Es wird iiber Nacht durch ein groBes 
Faltenfilter filtriert und mit heiBem Wasser nachgewaschen. 1800 ccm Filtrat 
werden nun mit 30 cem konzentrierter Schwefelsiure versetzt und mit 50 cem 
50°/,iger Phosphorwolframsiure gefallt. Vom Phosphorwolframat wird ab- 
gesaugt, das Filtrat von Phosphorwolframsiure, Schwefelsiure und Baryt 
befreit und die Lésung im Vakuum zum Sirup eingedampft. Der braune 
Riickstand wird mit 250 cem konzentrierter Salzsiure gelést. Es bleibt eine 
geringe Menge anorganischer Salze iibrig, die durch Absaugen auf einer 
Glassinternutsche abgetrennt wird. Die salzsaure Lésung wird eine Stunde 
am RiickfluBkiihler gekocht, abgesaugt und mit heiBem Wasser nach- 
gewaschen. Wiaihrend des Kochens firbt sich die Masse tiefbraun, indem 
vorhandene Kohlenhydrate zersetzt werden. Es wird nochmals mit 5 g Tier- 
kohle gekocht und wieder abgesaugt. Die nur mehr leicht briunlich ge- 
firbte Lésung wird im Vakuum zur Trockne gedampft. Es verbleibt eine 
leicht gelblich gefirbte Krystallmasse. Sie wird mit 300 ccm heifem 
80°/,igem Alkohol in Lésung gebracht und iiber Nacht im Eisschrank auf- 
bewahrt. Dann wird von geringen Mengen anorganischer Salze abfiltriert 
und die Lésung am Wasserbad eingedampft. Der Riickstand, der ein 
briunliches Krystallisat darstellt, wird wieder mit 200 cem konzentrierter 
Salzsiure gelést und nun wieder durch eine Glassinternutsche von an- 
organischen Salzen abgesaugt und mit konzentrierter Salzsiure nach- 
gewaschen. Die salzsaure Lésung wird nochmals '/, Stunde am Riickflub- 
kiihler gekocht, wobei wieder eine geringe Menge von braunen Stoffen 
ausfillt. Es wird abgesaugt, mit 150 cem Wasser verdiinnt und mit etwas 
Tierkohle 20 Minuten am RiickfluBkiihler gekocht. Es wird wieder von der 
Tierkohle abgesaugt und die vollkommen farblose Lésung im Vakuum zur 
Trockne gedampft. Der Riickstand wird mit 200 cem 90°/,igem Alkohol 
aufgenommen, wobei er sich ganz lést. Die alkolische Lésung wird am 
Wasserbad auf 100 cem eingeengt, wobei wieder geringe Mengen von An- 
organischem auskrystallisieren. Nun wird bis auf 20 ccm eingeengt. Es 
krystallisieren nochmals Spuren anorganischer Salze aus. Diese werden 
auf einer Jenaer Glassinternutsche G4 abgesaugt und mit absolutem 





1) Diese Z. 191, 225 (1930). 
*) Diese Z. 224, 261 (1934). 
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Alkohol nachgewaschen. Es wird im Krystallisierschilchen der Alkohol 
verdampft, der braune Sirup wird mit 20 em konzentrierter HCl heib ge- 
lést. Nach dem Erkalten krystallisiert reines 1-Glutaminsiurechlorhydrat 
in prismatischen Krystallen aus. Diese werden auf einer Glassinternutsche 
abgesaugt, mit wenig eisgekiihlter konzentrierter Salzsiiure nachgewaschen. 
Die Mutterlauge wird am Wasserbad eingeengt, sie erstarrt nach einiger 
Zeit krystallinisch. Die beiden Krystallisate betrugen 3,2 bzw. 1g, zu- 
sammen also 4,2 g. 500mg in 10 cem 9°/,iger Salzsiure gelést ergeben 
im Polarisationsapparat im 1 dem Rohr ein « von + 1,25", woraus sich 
ra}°s° von 25° errechnet. Dies entspricht dem theoretischen Wert von 
1-Glutaminsiurechlorhydrat. Die quantitative Stickstoffbestimmung ergab 
einen Stickstoffgehalt von 7,45°/,, wihrend von Glutaminsiurechlorhydrat 
7,63°/, N berechnet sind. Es liegt demnach reines 1-Glutaminsiurechlor- 
hydrat vor. 

Dadurch ist bewiesen, dai das Zersetzungsprodukt der Uro- 
caninsiure durch Urocaninase sowie dasjenige des Histidins in 
natiirliche 1-Glutaminsiiure auf chemischem Wege iibergefiihrt 
werden kann. In unserer 5. Mitteilung mit H. von Bidder (a.a. O.) 
haben wir ein vorliufiges Schema fiir die Bildung von Glutamin- 
siure aus l-Histidin angegeben. Wir haben in dieser Mitteilung 
auf Grund der Angaben der japanischen Autoren die Annahme 
gemacht, da8 bei der Urocaninsiurespaltung d,l-Glutaminsiure 
entstehen miiBte, denn die genannten Autoren geben an, d,|-lso- 
glutamin isoliert zu haben. Auf Grund der hier mitgeteilten Er- 
gebnisse entsteht also nicht die racemische Glutaminsdiure aus 
Urocaninsiure, sondern der natiirliche Antipode. 


HaBt man dies alles zusammen, so ergibt sich also die Tat- 
sache, daB vom Histidin zwei Wege zur 1-Glutaminsiure fihren. 
Wihrend das 1-Histidin iiber das 1-Glutamin 1-Glutaminsiure liefert, 
mu man annehmen, dai der Weg, der vom 1-Histidin iiber die 
Urocaninsiure fiihrt, so vor sich geht, daB erstens eine e-Des- 
aminierung des Histidins zur Urocaninsiure erfolgt, und dab dann 
die Urocaninsiiure iiber das Isoglutamin in 1-Glutaminsiiure auf 
chemischem Wege iibergefiihrt werden kann. Wir méchten aber 
in diesem Zusammenhang nochmals hervorheben, daB wir in unserem 
Laboratorium eine biologische Bildung von Urocaninsiiure im 
tierischen Organismus nicht nachweisen konnten, was mdglicher- 
weise auf das andere Verhalten des europiiischen Tiermaterials 
zurickzufihren ist. Daf Urocaninsiiure auf biologischem Wege 
entstehen kann, hat u.a. Raistrick!) bei verschiedenen Bakterien- 
arten nachgewilesen. 


') Biochemie. J. 11, 71 (1919); 13, 446 (1919); 15, 76 (1920). 
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Vorkommen von Histidase und Urocaninase in der menschlichen Leber 


Kapeller-Adler’) hat angenommen, daB die Histidinurie 
der menschlichen Graviden darauf zuriickzufiihren wire, daB Prolan 
die Histidase waihrend der Graviditiit hemmt. Wir bringen in der 
Folge eine Zusammenstellung der Histidasewerte von 18 Menschen- 
lebern, minnlichen und weiblichen Geschlechts und zwar Gravide 
und Nichtgravide. Wie man aus den in der Tabelle mitgeteilten 
Zahlen ersieht, schwanken die Werte ganz regellos. In keinem 
Falle ist waihrend der menschlichen Graviditait ein Absinken der 
Histidasewerte zu beobachten. Die menschliche Histidinurie muB 
also andere Ursachen haben als die Hemmung der Histidase durch 
Prolan. Die Bestimmungsmethode wurde in der iiblichen Weise 
ausgefiihrt. 


Tabelle 2 








Verbrauch n/50-Ammoniak nach Folin 

6 Stdn. Exposition | 24 Stdn. Exposition 

Soda | Lauge Soda | Lauge 
35 J. Gravide Foetus macer. . . . 0,70 | 2,95’ 
24 J. Gravide Extrauteringr. 3 Mon. 2,45 | 9,55 
26 J. vorz. Plac. Lsg. 8 Mon... . 1,20 | 2,20 
34 J. Abort, Peritonitis ..... 0,95 | 2,80 
35 J. nach Geburt, Lungenembolie 045 | 0,45 | - 1,10 

| 

Frauen 
38 J. Uriimie aoe 2,75 | 8,00 
eo eee eg ek eS 2,40 | 6,55 
67 J. Schiidelfraktur . ie Bion 15 |} 1,75 
77 J. aus Altersheim. ...... 1,10 1,40 2,45 | 5,05 
7a, Bes 6 Re ee 2.65 | 3,95 
85 J. Lungenembolie. ...... 180 | 1,80 
SUS. AMGMIORNE.. 6 ke we «ss 1,65 | 1,95 
Miinner | 
22. J. Endoearditis. . . = oles aes 4,70 5,50 
ie RM rhe eg ar we ag 1,50 2,10 4,25 6,30 
64 J. Progr. Paralyse tag 2,25 2,20 
77 J. Prostatacare.. ....... 0,75 1,15 2.05 3,50 
(83. Apopiexsie. . - - sw sss 1,65 eK, 1,95 
O23. Peeamenie . « te eee 3.95 1.00 





In einer zweiten Zusammenstellung sind menschliche Lebern 
auf Histidase- und Urocaninasespaltung untersucht. Man sieht 
auch hier ein sehr starkes Schwanken yon Fall zu Fall. Sicher 


') Klin. Wschr. 1936, 977. 
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ist aber, daB die menschlichen Lebern in betrachtlichem Mae 
auch Urocaninase enthalten. 





Minner 


27 J. Meningitis .. . 


74 J. Apoplexie 


Frauen 


39 J. Meningitis . . . 


39 J. Sepsis 


51 J. Magen Care. . 
72 J. Mamma Care. 
72 J. Apoplexie . . 
86 J. Myodeg. cord. 























Tabelle 3 
-Verbrauch n/50-Ammoniak nach Folin 
Histidin _,Urocanin- 
siurespaltung 
Soda | Lauge | Lauge 
| 9,10 3,90 
6,65 11,70 5,45 
6,00 8,95 3,45 
125 | 3,35 0,70 
5,85 | 7,95 0,80 
125 | 3,40 1,30 
3,85 | 4,65 1,15 
5,85 | 12,65 5,90 


In der folgenden Tabelle ist endlich die Wirkung der Histidase 
und Urocaninase bei Kilbern und erwachsenen Rindern an Hand 


eines gréBeren Materials zusammengestellt. 


Es zeigt sich auch 


hier kein besonders charakteristischer Unterschied in bezug auf 


das Alter der Tiere. 


Es scheint so, als ob mit dem Alter der 
Rinder die Intensitét der Urocaninase zunehmen wiirde, doch 
méchten wir auf diese Beobachtung kein zu groBes Gewicht legen. 








Erwachsene Rinder 


























Tabelle 4 
Verbrauch n/50-Ammoniak nach Folin 
Kilber =i (aiid|sC 
Alter | Histidin | Urocanin- | iter 
siure . 
in in 
Wochen | Soda |Lauge Lauge Jahren 
14 | 2,5 1,30 1"/, 
2 2,2 3,9 3,55 2 
21), | 2,85 | 3,85 2,10 2 
3 | 1,90 | 3,70 3,7 6 
3 | 2,50 | 3,00 1,65 8 
3 2,50 | 2,55 1,00 9 
4 | 1,75 | 3,10 1,80 10 
4 — | 2,50 2,00 10 
| 12 
12 














Histidin | Urocanin- 
siure 
Soda | Lauge Lauge 
2,2 3,4 5,4 
3,1 5,2 D,75 
1,3 2,65 6,70 
1,2 2,60 4,50 
1,60 | 4,00 7,60 
2,85 | 4,25 3,70 
4,20 | 7,30 9,20 
2,35 | 4,90 8,10 
1,35 | 3,30 8,90 
2,0 4,40 9,00 
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Zusammenfassung 


1. Durch die Ermittlung der Ausscheidungsschwelle fiir paren- 
teral verabreichte Urocaninsiiure wird geschlossen, daB diese Ver- 
bindung kein Zwischenprodukt des Histidinabbaus durch die Histi- 
dase sein kann. 

2. Ks wird aus dem Vorkommen der Urocaninase in allen 
untersuchten Lebern geschlossen, daB zwei hydrolytische Abbau- 
wege des Histidins existieren. Der eine wird durch die Histidase 
unter Offnung des Imidazolringes herbeigefiihrt, der andere durch 
a«-Desaminierung und Spaltung der entstandenen Urocaninsiure, 

3. Der Weg iiber die Histidasespaltung ist mit gréBter Wahr- 
scheinlichkeit als der Hauptweg anzunehmen. 

4, Nach enzymatischer Spaltung von Urocaninsiure mit Leber- 
extrakt laBt sich als Endprodukt natiirliche 1-Glutaminsiure in 
groBen Mengen isolieren. 

5. Die Erklirung der nach Kapeller-Adler bei der mensch- 
lichen Gravyiditaét auftretende Histidinurie durch eine Hemmung 
der Histidase durch Prolan erscheint unwahrscheinlich. 
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Uber die Darstellung der Urocaninsadure 
Von 


S. Edlbacher und H. von Bidder 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Basel) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 7. August 1942) 


Bedingt durch die enzymatischen Spaltversuche mit |-Histidin, 
wobei die Frage der Existenz einer Urocaninase neben der Histi- 
dase erdrtert wurde, zeigte sich die Notwendigkeit, zu gréBeren 
Mengen von (,4-Imidazylacrylsiure zu gelangen. 

Die von Jaffé') im Harn eines Hundes erstmals entdeckte 
und beschriebene Imidazylacrylsaéure, die er Urocaninsiiure nannte, 
welchen Namen wir im folgenden ebenfalls verwenden, wurde 
auch von Siegfried’) bei einem Tier im Hundeharn und von 
Swain’) im Coyotenharn spiter aufgefunden. Andere Autoren 
fanden die Siure bei der Einwirkung von Typhusbakterien auf 
Histidin [Raistrick*)] und bei der Pankreasverdauung des Plas- 
mons [Hunter®)]. Bei der fundamentalen Synthese des 1-Histi- 
dins gelangte Pyman®) von der Citronensiure ausgehend iiber 
verschiedene Zwischenprodukte zur d,l,¢-Chlorimidazyl-4,5-pro- 
plonsiiure, aus welcher dann Barger und Ewins’) die Urocanin- 
siure durch EKinwirkung von ‘Trimethylamin synthetisch darzu- 
stellen vermochten. 

Die «-Chlor-§,4-imidazylpropionsiiure war durch Windaus 
und Vogt’) und GerngroB®) aus 1-Histidinmonochlorhydrat in 
konzentrierter Salzsiuresuspension mit Natriumnitrit dargestellt 





') Ber. chem. Ges. 7, 1669 (1874): 8, 811 (1875). 
*) Diese Z. 24, 399 (1897). 

*) Chem. Z. 1905, I, 827. 
*) Biochemie. J. 11, 71 (1917). 

5) J. of Biol. Chem. 11, 537 (1912). 
*) J. chem. Sve. 99 II, 1386 (1911). 
7) J. chem. Soe. 99, II, 2336 (1911). 
*) Ber. Physiol. 11, 406 (1908). 


c 


*) Ber. chem. Ges. 42. 398 (1909). 
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worden. Cox und Rose!) stellten daraus bei ihren Versuchen 
iiber die Ersetzbarkeit des Histidins durch andere Imidazole in 
Anlehnung an die kurze Mitteilung von Barger und Ewins (a. a. O.) 
durch Behandeln mit Trimethylamin geringe Mengen Urocanin- 
siure dar. 

Da das 1-Histidinmonochlorhydrat nun leicht zuginglich ist, 
schien uns der Weg iiber «-Chlor-f,4-imidazylpropionsiure auch 
fiir gréBere Mengenverhiltnisse ausbaufithig. Zu diesem Zwecke 
wurde nach der Vorschrift von GerngroB (a. a. O.) gearbeitet, 
der Ausbeuten von etwu 60°/, an roher a-Chlor-f,4-imidazyl- 
propionsiure angibt. Im Verlaufe der Versuche konnten wir die 
Arbeitsmethoden wesentlich modifizieren, wobei die Ausbeuten an 
Rohmaterial, welches noch einige Prozente anorganische Salze 
enthielt, auf 80—84°/, und nach Reinigen durch Umkrystal- 
jisieren aus Wasser bis auf 75—80°/, stiegen. 

Weit gréBere Schwierigkeiten zeigten sich bei der Weiter- 
verarbeitung zur Urocaninsiiure nach den Angaben von Cox und 
Rose (a. a. O.), welche einerseits einen groBen UberschuB von 
wiBriger T'rimethylaminlésung bei 37° auf @-Chlor-f,4-imidazyl- 
propionsiiure einwirken liefen, hierauf bei Normaldruck einengten 
und mit konzentrierten Kalilauge die Urocaninsiure in der Siede- 
hitze am RiickfluBkiihler in Freiheit setzten. Sie fillten hierauf 
mit konzentrierter Salpetersiiure das Nitrat und isolierten aus 
dem gereinigten Nitrat durch Sodazusatz die freie Séure in 
etwa 4,7°/,iger Ausbeute. 

Andererseits lieBen sie das wifrige Reaktionsgemisch 2 Tage 
bei 37° stehen, kochten ohne Alkalizusatz einige Zeit unter Riick- 
flu8 und engten im Vakuum ein, wobei beim Abkihlen die Uro- 
caninsiure auskrystallisierte. Mit den aus den Mutterlaugen tiber 
das Nitrat gewonnenen Anteilen erzielten sie eine Ausbeute von 
26°/, d. Th. 

Im Reaktionsverlauf entsteht als Zwischenprodukt das Histidin- 
betain oder Herzynin, welches auf ‘hnlichem Wege durch Knge- 
land und Kutscher?) aus Histidinmonochlorhydrat in salzsaurer 
Suspension mit Silbernitrat gewonnen wurde. Da fiir uns aber 
lediglich die Darstellung der Urocaninsiure zur Diskussion stand, 
wurde auf die Isolierung des Herzynins verzichtet. Die Verseifung 
dieses Betains zur ,,Acryl-Doppelbindung* 1iBt sich an Hand der 


J. of Biol. Chem. 68, 786 (1926). 
*) Z. Biol. 26, 569 (1912). 
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beschriebenen beiden Versuche von Cox und Rose demnach 
besser ohne Lauge bewerkstelligen, obwohl Barger und Ewins 
(a. a. O.) die @-2-Thioimidazyl-4-acrylséure durch stark alkalische 
Verseifung aus dem Ergothionein (Betain des Thiohistidins) dar- 
stellten, und obwohl in der Literatur ganz allgemein angefiihrt 
wird, daB unter Laugeneinwirkung die Betaine unter Abspaltung 
von Trimethylamin zur entsprechenden ungesittigten Verbindung 
abgebaut werden kénnen. 


Es zeigte sich ferner, da8 uhnlich der Kondensation von 
«-Aminomethyl-tetrahydrochinolin mit Athylenoxyd, wie sie von 
einem von uns?) friiher durchgefiihrt wurde, die Reaktion unter 
Druck im geschlossenen Rohr giinstig beeinfluBt wird. Hierbei 
vermeidet man den recht betrichtlichen Verdampfungsverlust an 
Trimethylamin. 

Unter Beriicksichtigung der oben beschriebenen Faktoren, 
konnten wir die Ausbeute an reiner Urocaninsiiure, die mit 
2 Mol Krystallwasser aus Wasser auskrystallisiert, auf 40 bis 50°/, 
der Th. steigern. 


Experimentelles 


1. «-Chlor-§,4-imidazyl-propionsaure. Zu einer Lisung von 100 g 
1-Histidin-mono-chlorhydrat in 750 cem konzentrierter Salzsiure tropft man 
unter Eiskiihlung eine Lésung von 100 g Natriumnitrit in 200 eem Wasser 
unter starkem Riihren zu und achtet darauf, daB die Temperatur des Re- 
aktionsgemisches bei +5° konstant bleibt und nicht iiber 10° steigt. Die 
Reaktion ist nach 30—45 Minuten beendet. Man riihrt unter Kiihlung 
weiter, bis die Temperatur des Reaktionsgemisches 0° erreicht, entfernt die 
Kiihlung und riihrt 1—1'/, Stunden weiter. Die rotbraune Reaktionslésung 
wird durch eine Glasfilter-Nutsche (G2) vom Natriumchlorid abgesaugt, der 
Filterriickstand mit wenig eisgekiihlter konzentrierter Salzsiure nachge- 
waschen. Es wird unter vermindertem Druck bei 50° Badtemperatur zum 
Sirup eingedampft. Dieser wird mit 200—300 cem Wasser von 40—50° 
gelést und das Eindampfen 2—3 mal wiederholt. Der auf diese Weise von 
iberschiissiger Salzsiure befreite Sirup wird in mdglichst wenig warmem 
Wasser gelést, die Lisung mit Eis gekiihlt und mit ebenfalls eisgekiihltem 
2n-Ammoniak allmiihlich unter Umriihren versetzt, bis der Geruch nach 
Ammoniak nicht mehr verschwindet (etwa 400 eem 2n-Ammoniak). Die 
Lésung wird bei 50° im Vakuum zur Trockne eingedampft. Die orange 
gefirbte Krystallmasse wird aus wenig heiBem Wasser umkrystallisiert. 
Die lufttrockne Substanz schmilzt bei 172—180°, je nach der Menge der 
noch beigemischten Ammonium- und Natriumchloride. Ausbeute 40—50 g 
a-Chlor-f, 4-imidazylpropionsiiure. Aus der Mutterlauge lassen sich durch 
neuerliches EKindampfen nochmals 20—30 g Substanz gewinnen. Zur Dar- 


1) Diss. v. Bidder, Basel 1939. 
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stellung der Urocaninsiiure ist das Priparat rein genug. Die Ausbeute 
schwankt zwischen 70—80°/, d. Th. 


2. Urocaninsaure (6,4-Imidazylacrylsaure). 20 g¢ «-Chlor-f, 4-imid- 
azylpropionsiiure werden mit 70 cem 33°/,iger wiBriger Trimethylamin- 
lésung gelést. Die Lésung wird unter 2 maligem Nachspiilen mit je 10 eem 
Trimethylaminlésung im Bombenrohr im Wasserthermostaten bei 60° 
40 Stunden erwirmt. Der Rohrinhalt wird am RiickfluBkiihler zur Ent- 
fernung des iiberschiissigen Trimethylamins 2 Stunden gekocht und noch 
heiB in eine Krystallisierschale tibergefiihrt. Es krystallisieren 8—9 g Uro- 
caninsiure in weiben, flimmernden Niidelechen aus. Die Mutterlauge wird 
im Vakuum eingedampft, wieder mit wenig Wasser gelést, worauf noch 
eine geringe Menge Urocaninsiiure auskrystallisiert. Die vereinigten Roh- 
ausbeuten (8,5—9,5 g) werden aus siedendem Wasser umkrystallisiert, wobei 
man zweckmiibig eine Messerspitze Tierkohle zusetzt, um Spuren von 
Trimethylamin zu entfernen. Die reine Siure krystallisiert mit 2 Mol 
Krystallwasser und schmilzt je nach Art des Erhitzens bei 218—224”. 
Durch 3 stiindiges Erhitzen bei 100° iiber Schwefelsiure kann das Krystall- 
wasser entfernt werden. Fiir die biologischen Versuche wurde immer die 
wasserhaltige Siiure verwendet. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 276 
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Fine neue acidimetrische Bestimmung des Natriums im Harn 
Von 
W. Hurka 


Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat in Graz) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. September 1942) 


Zur quantitativen Bestimmung des Natriums in K6rperfliissigkeiten ist 
schon 6fter das schwer lésliche Natriumpyroantimoniat verwendet worden. 
Das Natrium wird hierbei in 30°/,iger alkoholischer Lésung  gefiillt 
(Kramer-Tisdall‘)]. Hierbei kann das Natriumpyroantimoniat entweder 
durch Wiigung oder nach H. Miiller’) jodometrisch bestimmt werden. Bei 
dieser Methode stéren die im Blut anwesenden Calcium-, bzw. Magnesium- 
Ionen nicht. M. Balint*) beschreibt ebenfalls ein jodometrisches Ver- 
fahren, das dem von Miiller im Prinzip gleicht. Er stellt aber fest, dab 
das Calcium zum groBen Teil, das Magnesium in Spuren mitausgefallt wird. 
Aus diesem Grunde habe ich bei meiner Methode den Harn stets verascht 
und die stérenden Salze vor der Bestimmung entfernt. M.Richter-Quittner‘) 
bestimmt das Natrium im Ultrafiltrat des Serums (Plasma, Blut) und findet 
keine Unterschiede gegeniiber den aus veraschtem Blut ermittelten Werten. 
F. Lebermann®) beschreibt ein Verfahren, daf die Intensitit einer Natrium- 
pyroantimoniattriibung mit einer Vergleichsskala von bekanntem Natrium- 
pyroantimoniatgehalt vergleicht. ,,Das Verfahren erméglicht es, mit leid- 
licher Genauigkeit in 0,1 cem Serum eine Natriumbestimmung durchzufiihren.“ 
Ferner verweise ich auf das Verfahren von O. Dehn zur Bestimmung von 
Natrium im Harn®). In dem Bestreben, das Natrium und Kalium im Harne 


acidimetrisch zu bestimmen, ist die folgende rein empirische Methode ent- 
standen. 


Prinzip der Methode 


Kine gesittigte Kaliumpyroantimoniatlésung wird in einer 
bestimmten Weise ,,gealtert“ und dann unter Verwendung eines 
Mischindicators mit 0,1 n-Salzsiure titriert. Der Endpunkt, der 
willkirlich auf p,, = 2,8 festgelegt wurde, wird mit dem Iono- 
meter bestimmt. Fir die willkiirliche Festlegung des Bezugs- 
punktes der Titration auf das p, = 2,8 waren drei Griinde maB- 
gebend: Erstens erhalt man in diesem Bereich erfahrungsgemiB 
beim Zufiigen von wenig Salzsiure noch eine gut mefbare p,- 
Anderung, und zweitens liegt ein brauchbarer Indicator in der 





Eine neue acidimetrische Bestimmung des Natriums im Harn 13} 


Nahe dieses p,,, wihrend dies bei einem tieferen p,, nicht mehr 
der Fall ist, und drittens ist der Séiureverbrauch groB genug, um 
eine brauchbare Genauigkeit zu erzielen. 


Bei Anwesenheit von Natriumsalzen wird eine bestimmte 
Menge Pyroantimoniat in Form des unlislichen Natriumpyroanti- 
moniats entfernt und bei der anschlieBenden Titration ein ent- 
sprechend geringerer Salzsiureverbrauch gefunden. Aus der Dif- 
ferenz im Salzsaiureverbrauch liBt sich der Natriumgehalt auf 
einer EKichkurve direkt ablesen. EKinzelheiten iiber das Verhalten 
elner gesdttigten Kaliumpyroantimoniatlésung gegeniiber 0,1 n- 
Salzsiure, tiber die elektrometrische Bestimmbarkeit des p,, in 
einer solchen Loésung erscheinen an anderer Stelle‘). 


Bereitung der Kaliumpyroantimoniatlésung 


In einen 3 Liter fassenden Erlenmeyerkolben aus Jenaer Glas fiillt 
man 2 Liter destilliertes Wasser, gibt etwa 60 g Kaliumpyroantimoniat zu, 
erhitzt die Lésung und lat etwa 10 Minuten sieden. Man beobachtet dabei, 
daB sich das Salz immer mehr list. Ist es vollstiindig verschwunden, so 
schiittet man wieder etwa 10 g nach, so lange, daB nach 10 Minuten Sieden 
noch immer etwas ungeléstes Salz am Boden vorhanden ist. Schon wiihrend 
des Kochens triibt sich die Lésung stark und es scheiden sich voluminése 
Massen aus. Man li8t erkalten und dekantiert nach vier Tagen die Lésung 
durch ein grofes Faltenfilter. Nun fiigt man zu je 1000 ml der Lésung 
10 ml 10°/,iges Kaliumhydroxyd. Fiir die Versuche ohne Alkoholzusatz 
wurde zu 1000 ml Kaliumpyroantimoniatlésung 40 ml einer etwa 0,1 n-Kali- 
lauge zugesetzt. Man nimmt 25 ml mit einer Pipette heraus und titriert 
unter Anwendung des Mischindicators*) auf eine violettblaue Farbe und 
dann mit dem [Ionometer auf das py 2,8. Man soll zwischen 25—35 ml 
0,1 n-Salzsiure verbrauchen. Wird zu viel verbraucht, so muh die Lésung 
entsprechend verdiinnt werden. Die Lésung wird dann in einer (paraffi- 
nierten) Flasche aufbewahrt. Falls sich im Laufe der folgenden Tage 


kleinere Mengen unldslicher Antimonverbindungen ausscheiden sollten, so 
wird neuerlich filtriert. 


% 


Die Titration 


Durch eine Reihe langwieriger Titrationen kam ich zu dem 
Schlu8, daB der Bezugspunkt der Titration genau nur mit dem 
Ionometer erkannt werden kann. Da aber das ,,Hintasten“ an 
den Bezugspunkt viel Zeit in Anspruch nimmt, habe ich einen 
Mischindicator*) mit einem Umschlagspunkt bei p, = 3,2 als 
Hilfsmittel gewihlt. Man kann dadurch rasch bis zum Farb- 
iibergang titrieren und bestimmt erst dann mit dem lonometer 

*) 1 Teil Dimethylgelb, 1 Teil Methylenblau, beide 0,1°/,ig in Athanol; 
Umschlagsfarben: blauviolett ~«— 3,2 —» grin. 


9 
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den Bezugspunkt der Titration. Da die Anderung der Indicator- 
farbe fiir den Ungeiibten nicht einfach ist, will ich diese genau 
beschreiben. Fiigt man zu 25 ml Kaliumpyroantimoniatreagens 
20 Tropfen des Indicators, so erhalt man eine tiefgriine Lésung. 
Bei Zusatz der ersten ml Salzsiure andert sich die Farbe zu- 
nichst nicht wesentlich, wird dann aber immer heller, weiBlich- 
griin und bekommt allmahlich einen blauen Stich. Titriert man 
weiter, so kommt ein Punkt, bei dem an der Siureeintropfstelle, 
bei unbewegter Lésung, ein sich deutlich abhebender Farbtleck 
entsteht. Man schiittelt um, fiigt 3 Tropfen Saure zu und be- 
obachtet die Farbe an der Eintropfstelle: Hebt sich der violette 
Farbfleck noch deutlich von der Umgebung ab, so muf dieser 
Vorgang nach neuerlichem Umschiitteln wiederholt werden, bis 
dies nicht mehr der Fall ist. Ist dieser Punkt erreicht, so hat 
die Lésung selbst einen violetten Farbton. Diese etwas breite 
Schilderung ist deshalb notwendig, weil man beim Beachten dieser 
Angaben rasch in die Nahe des Bezugspunktes kommt. Jetzt 
wird ein Léoffelchen Chinhydron zugesetzt und das lJonometer 
auf p,, = 2,8 eingestellt. Unter Umrihren mit der Elektrode wird 
jetzt so lange titriert, bis das Galvanometer keinen Ausschlag mehr 
zeigt. Ich habe eine Reihe von Versuchen durchgefiihrt in der 
Absicht, mich von dem lonometer unabhingig zu machen und 
lediglich mit dem Indicator allein auszukommen. In 50°), der 
Falle bekam ich gute Ubereinstimmung, wiihrend in den anderen 
Fallen sehr stark streuende Werte erhalten wurden. Auch habe 
ich versucht, mit Lyphanpapier den Bezugspunkt der Reaktion 
zu bestimmen. Fiir Analysen, die einen groben Anhaltspunkt 


geben sollen, geniigt dies. Fiir die genaue Natriumbestimmung 
muBte ich stets auf das Ionometer zuriickgreifen. 


Die Aufstellung der Eichkurve 


Zur Eichung verwendet man 0,1 n-Liésungen von Natrium- 
und Kaliumchlorid. Sie wird nach dem in der Tab. 1 wieder- 
gegebenen Schema durchgefiihrt. 


Man geht dabei so vor, daB man zuerst die Natriumchlorid- 
lésung in ein 100 ml fassendes Rundkélbchen mit weitem Hals 
aus Jenaer Glas einpipettiert. Nun setzt man die entsprechende 
Wassermenge zu. Jetzt liBt man 25 ml Kaliumpyroantimoniat- 
losung zutlieBen, verschlieBt die Kélbchen mit einem gut passenden 
Kork, als Schutz gegen Verdunstung, und laBt 4 Tage stehen. 





com Of HCI 
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Tabelle I 
Kélbchen mi 0,1 n- ml 0,1 n- ml gesiittigter 
Nr. Natrium- Kalium- ml Wasser | Kaliumpyroanti- 

chlorid chlorid moniatlésung 

2 15 D 3 25 

3 10 10 3 oF 

d 19 3 D5 

: | 20 2 5 

. | U U 23 25 











In jedes Kélbchen werden die einzelnen Lésungen in 


dem ange- 
gebenen Verhiltnis und in dieser Reihenfolge eingefiillt. 
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Will man diese Zeit abkiirzen, so muff man eine genau ge- 
messene Menge Alkohol zusetzen. Wartezeit 3 Stunden. Wahrend 
dieser Zeit mischt man den Kdélbcheninhalt zweckmibig 3 bis 
4mal. Nach 4 Tagen, bei Alkoholzusatz nach 3 Stunden, bringt 
man allenfalls an den Winden befindliches Kondenswasser in die 
Lésung und bringt das Kélbchen in eine stark schrige Lage. 
Man fihrt nun mit einer 40 ml fassenden Pipette fast bis zum 
Boden desselben und saugt etwas iiber die Marke die klare 
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Fliissigkeit auf. Gelingt dies anfiinglich nicht oder nur unter 
Mitsaugen von ausgeschiedenen Krystallen, so filtrier! man durch 
ein kleines Faltenfilter und nimmt vom Filtrat 40 ml zur Titration. 
Die 40 ml 1iBt man in ein 100—150 ml fassendes Becherglas 
eintlieBen, fiigt 20 Tropfen des Indicators zu und titriert wie 
unter ,,Titration“ angegeben. Die erhaltenen Werte stimmen meist 
gut iiberein. Man trigt nun auf einem Millimeterpapier aut der 
Abszisse die ml 0,1 n-Natriumchloridlésung und die verbrauchte 
0,1 n-Salzsiiure auf der Ordinate auf. Die Punkte miissen ziem- 
lich in einer Geraden liegen, nur an den Enden kann eine leichte 
Abweichung von dem geradlinigen Verlauf vorkommen. Derartig 
gewonnene Hichkurven zeigt Figur. Dabei wurden die Lésungen 
verschieden lang stehen gelassen, bzw. der Bezugspunkt der Re- 
aktion einerseits mit Lyphanpapier und anderseits mit dem lono- 
meter bestimmt. Man sieht, daB die Punkte, die mit Hilfe des 
Lyphanpapiers gewonnen wurden, betrichtlche Schwankungen 
zeigen. Legt man jedoch eine Gerade durch die Punkte, daf sie 
annihernd einen gleichen mittleren Abstand von ihnen besitzt, 
so zeigt es sich, daB sie nicht sehr wesentlich von den mit dem 
Ionometer gewonnenen Geraden abweicht. Allerdings ist diese 
Art der Kvrvenziehung mit einer Willkiir behaftet. Auf den Unter- 
schied, der durch verschieden langes Stehen der Lisungen hervor- 
gerufen wird, méchte ich kurz hinweisen. Fir andere Natrium- 
konzentrationen ist eine entsprechende Kichkurve aufzustellen. 


Gesamtalkalibestimmung 


Nach dem auf diese Art alles fiir eine acidimetrische Be- 
stimmung des Natriums ausgearbeitet worden war, wird zuniichst 
die Bestimmung des Gesamtalkali im Harn nach der von mir 
angegebenen Methode durchgefiihrt. Beziiglich des Prinzips der 
Reaktion, sowie weiterer EKinzelheiten verweise ich auf die Original- 
arbeit®), Ich will an dieser Stelle lediglich die Abinderungen 
und Erfahrungen beziiglich des Methodischen mitteilen. An der 
Veraschung wurde nichts geiindert. Sie wird in der Weise durch- 
gefiihrt, daB zu 10 ml Harn sehr wenig konzentrierte Schwefel- 
siure, etwas rauchende Salpetersiure und ein Kiigelchen aus 
Jenaer Glas zugesetzt werden. Dann wird bis zum Schwarz- 
werden der Lésung erhitzt und jetzt der Kjeldahlkolben (100 ml 
Jena Duran) erkalten gelassen. Bei Serienbestimmungen werden 
inzwischen andere Harne verascht. Nach dem Erkalten gibt man 
einige Tropfen Perhydrol zu der Lésung, kocht bis zum Ver- 
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schwinden der Gasentwicklung, wobei in den meisten Fiillen die 
organische Substanz vollig zerstért ist. Bei einigermaBen flinken 
Arbeiten kann man etwa 10 Veraschungen in der Stunde durch- 
fiihren. Die erkaltete Lisung wird mit dem Kiigelchen in eine 
flache Quarzschale oder in einen Quarzbecher gespiilt, und auf 
einem mit Asbest versehenen Drahtnetz die Fliissigkeit aus dem 
Schalchen abgedampft und dann die Schwefelsiure abgeraucht. 
Beim Kindampfen reguliert man den Brenner so, daB die Lisung 
gerade noch nicht siedet. Man erspart sich dadurch das Be- 
decken mit einem Uhrglas und vermeidet so Verzégert igen. Hat 
man die Schwefelsiure vollkommen abgeraucht, so gliiht man das 
Schilchen kraftig durch und lift dieses auf einem Stiick Asbest 
erkalten. Jetzt list man die Salze mit heiBem Wasser heraus 
(eventuell Wasserbad) und spiilt die Lésung in einen 500 ml 
fassenden Erlenmeyerkolben mit weitem Hals. Man bringt die 
Lésung mit destilliertem Wasser auf ein Volumen von etwa 150 ml 
und erhitzt zum Sieden. In das kochende Reaktionsgemisch liBt 
man in diinnem Strahle aus einer Pipette 25 ml einer gesittigten 
Bariumhydroxydlésung einflieBen. Folgende VorsichtsmaBnahmen 
sind zu beachten: Auf der Bariumhydroxydlésung bildet sich stets 
eine diinne, plattige Haut von Bariumcarbonat. Diese hat die 
Kigenschaft auch durch ein Barytfilter durchzugehen. Man mu 
daher mit der Pipette diese Schichte rasch durchstofen, die ge- 
wiinschte Menge aufsaugen und bevor man die Liésung wieder 
ablaBt, die Pipette auBen abwischen. Nun la8t man die Lésung 
wieder sieden und leitet wihrend 15 Minuten Kohlensidure ein. 
Man kocht nochmals kurz auf und filtriert dann die erkaltete 
Lésung durch ein Blaubandfilter in einen 500 ml fassenden Rund- 
kolben mit weitem Hals. Ich habe itiberwiegend mit reinem 
96°/,igem Athanol gewaschen, doch bestehen gegen ein mit 
Methanol vergiilltes Athanol keine Bedenken. Das Filtrat muf 
absolut klar sein. Ist dies nicht der Fall, was manchmal ein- 
tritt, so dampft man die Lésung, unter Zusatz einer Glasperle 
aus Jenaer Glas und Bedecken mit einem Uhrglas, auf ein Volumen 
von etwa 10 ml ein. Die durchgegangenen Teilchen werden gréBer 
und lassen sich filtrieren. Zu dem Filtrat fiigt man 5 Tropfen 
Methylorange—Indigocarmin und titriert mit 0,1 n-Salzsdure aut 
die graue Mischfarbe. Die verbrauchten ml ergeben die 0, 1-Milli- 
Hiquivalente Gesamtalkali in 10 ml Harn an. Die Liésung wird 
jetzt in demselben Kolben auf ein Volumen von etwa 8—10 ml 
eingedampft. (Glasperle, Uhrglas.) In ein 50 ml fassendes Meb- 
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kélbchen werden 25 ml Kaliumpyroantimoniatreagens gebracht 
und dann die eingedampfte Liésung hineingespilt. Man fiillt bis 
zur Marke auf, gieBt in einen kleinen Rundkolben (100 ml), ver- 
schlieBt mit einem Kork und laibt, bei Alkoholzusatz 3 Stunden, 
sonst 4 Tage stehen. Man entnimmt dann mit einer Pipette 40 ml 
der Liésung und titriert mit 0,1 n-Salzsiure auf das p,, 2,8. 
Folgende Fehlerméglichkeiten sind zu beachten: Die Lésung wird 
sofort nach dem EKingieBen in das 50 ml Kélbchen wolkig triibe. 
Die Bestimmung ist zu verwerfen: Es hat sich unlésliches Barium- 
pyroantimoniat gebildet. Beim Pipettieren ist die Fltissigkeit in 
der Pipette nicht klar. Abhilfe: Filtration durch ein Falten- 
filter. Der Niederschlag von Natriumpyroantimoniat soll im all- 
gemeinen, namentlich bei kleinen Natriummengen, fest an den 
Winden haften. Die Lésung soll nach dem Unmschiitteln in 
kurzer Zeit wieder klar werden. Der Niederschlag von Natrium- 
pyroantimoniat setzt sich sofort wieder ab, wihrend der durch 
Verunreinigungen verursachte sich lingere Zeit schwebend erhalt. 
Bei jeder Serie ist ein Leerwert mit Wasser anzusetzen, damit 
man sich iiberzeugen kann, daf die Kaliumpyroantimoniatlisung 
konstant geblieben ist. Beschreibung unter ,,Kichkurve“. Der 
Natriumgehalt wird in einfacher Weise aus der Kurve ermittelt. 


Priifung der Leistungsfahigkeit der Methode 


Es wurden 65 ml Harn verascht, und diese Fliissigkeit in 
ein 100 ml MeBkélbchen eingefiillt. An Hand von Verdiinnungen, 
bzw. durch Zusatz von Natriumchlorid wurde die Leistungsfahig- 
keit tiberpriift. Die erhaltenen Resultate finden sich in Tab. IT. 


Tabelle II 


Beleganalysen 











re a ml gesiitt. ml 0,1 n-} ml 0,1 n 
K ae moa ml Wasser bes sr ~~ Salzsiiure Differenz 
moniatlsg,| °funden berechnet 

1 15 10 25 16,93 
2 15 10 25 17,16 — 
3 10 15 25 19,90 19,90 0 
4 10 15 25 18,60*) | 1990 | —1,3 
5 5 20 25 22,90 22,80 + 0,1] 
6 5 20 25 22,87 22.80 + (0,07 
7 15 +d5ml Na- 25 14,90 14,50 + 0,4 
. 15 Chlorid 0,1 n 25 14,80 14.50 + 0,3 





*) Scheidet aus: Kontaktfehler im Ionometer. 

















Kine neue acidimetrische Bestimmung des Natriums im Harn 137 


Die Methode arbeitet im Serienversuch mit einem Fehler 


+3°/,. Doch habe ich Werte erhalten, die in der Regel innerhalb 
+1°/, lagen. 


Zusammenfassung 


1. Erfahrungen iiber die acidimetrische Gesamtalkalibestim- 
mung werden mitgeteilt. 


2. Kine acidimetrische Natriumbestimmung mittels einer 
direkten Titration einer Pyroantimoniatlésung mit 0,1 n-Salz- 
siiure wird beschrieben. 
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Zur Calorimetrie von Futtermitteln 
und tierischen Ausscheidungen 


Von 


Paul Fuchs 


(Aus der Staatl. Versuchs- und Forschungsanstalt fiir Tierernihrung, Leipzig-Méckern) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 9. September 1942) 


Bei der Bestimmung der Verbrennungswirme von Futter- 
mitteln, Harn und Kot wird eine Korrektur fiir die Bildung von 
HNO, aus dem Stickstoffigehalt des verwendeten Sauerstofies und 
des Luftinhaltes der Bombe angebracht, deren GréBe sich aus 
der Titration der im Bombenwasser gelésten Siituremenge ergibt. 
Man legt dabei noch die friihere Ansicht zugrunde, daB bei der 
Verbrennung N-haltiger Substanzen deren gesamter Stickstoft in 
elementarer Form frei wird!). DaB diese Annahme nicht vollig 
zutreffend sein kann, ergibt sich schon aus der Uberlegung, da 
der in Freiheit gesetzte N zum Teil genau so weiter verbrennen 
mu, wie der urspriinglich bereits als solcher vorhandene. Im 
neueren Schrifttum ist kurz, jedoch ohne nihere Angaben, die 
Beteiligung des gebundenen Stickstoffes an der Verbrennung er- 
wihnt”). 

Der Umfang der HNO,-Bildung wird mit wachsendem N-Ge- 
halt der Substanz ansteigen, au8erdem aber von der verbrannten 
Substanzmenge, d.h. der hierdurch bedingten Flammdauer sowie 
von der lokal erreichten Temperatur, d.h. vom Gehalt der Sub- 
stanz an brennbaren Bestandteilen, hauptsiichlich Kohlenstoff, 
sowie der Konzentrierung des Materials im PreBkérper abhiingen. 
Beispiele: 


) ZB. J. Konig, Chemie d. menschl. Nahrungs- u. Genufmittel, 
Band III, Teil 1, S. 86 (1910); J. Houben, Die Methoden der organischen 
Shemie, Band I, S. 1086 (1925). . 

*) Z. B. Chemiker-Taschenbuch 1937, S. 432: Chem. Fabrik 8, 343 
(1935). 














Zur Calorimetrie yon Futtermitteln und tierischen Ausscheidungen 139 











Blutmehl Kot (Schwein) 
verbrannt titriert verbrannt | titriert 
g ecm n/13,8-Na,CO, g ecm n_13,8-Na,CO, 
0,78 15,6 1,07 | 8, 
1,18 20,6 1,14 9,0 
1,28 21,8 1,35 12,3 
Verbrannt je lg °/) verbrennl. C Hitriert 


ecm n/13,8-Na,CO, 





Rohrzueker ....... 42 2,3 
Benzoesiiure. . . . 2. . 59 5.4 
IN@QOCORIM 2 6 tk te 94 8,7 





So erkliren sich die stark wechselnden HNO,-Mengen bei 
sonst gleicher Arbeitsweise. Die Menge verbrennenden elementaren 
Stickstoffes kanu daher auch nicht allgemeingiiltig durch Ver- 
brennen N-freier Substanzen ermittelt werden, zumal unkontrol- 
lierbare Einfliisse die obigen Zahlenbeziehungen stiren kénnen. 

Vom urspriinglichen Standpunkte aus gesehen zieht man 
also bei der Verbrennung N-haltiger Substanzen eigentlich zuviel 
von der Verbrennungswirme ab, wenn man die gesamte gebildete 
HNO, beriicksichtigt. Da aber unter physiologischen Verhiilt- 
nissen eine Verbrennung des Stickstoffes der Nahrung zu HNO, 
nicht stattfindet, so behilt das iibliche Verfahren seine Berech- 
tigung. — Aus einem anderen Grunde jedoch ist die Berechnung 
der Korrektur aus der Siurebestimmung verbesserungsbediirftig, 
weil nimlich die im Bombenwasser titrierbare Siure gar nicht 
ausschlieBlich aus Salpetersiure besteht. Infolge des in 
den meisten Futtermitteln und daher, den jeweiligen Verhilt- 
nissen entsprechend, auch im Harn und Kot enthaltenen organisch 
gebundenen Schwefels (hauptsiichlich der Zystinkomponente der 
Proteine bzw. ihren Umwandlungsprodukten angehérend) ist viel- 
mehr auch die Bildung von Schwefelsiure bei der Verbrennung 
zu erwarten. Da aber der S ein integrierender Bestandteil der 
Untersuchungssubstanzen ist, darf fiir die Bildung von H,SO, 
kein Abzug von der Verbrennungswirme gemacht werden, so dab 
die wahren Korrekturen kleiner als die bisher angebrachten sein 
miissen. Je mehr nun vom Nahrungsschwefel im Kérper an- 
sesetzt wird, um so mehr wird sich dieser Umstand bei der Be- 
rechnung des Energieumsatzes auswirken. Aus einem Bilanz- 














bi 
pt 
i 
e 
! 

' 

i 


Pestana sea I NRE NS 


140 Paul Fuchs, 


versuch yon Lintzel, Mangold und Stotz**) geht beispielsweise 
hervor, daB beim Huhn in der Mauser bis iiber 65°/, des Nah- 
rungsschwefels (hauptsichlich zur Federbildung) angesetzt werden. 
Zur genauen Erfassung des S-Ansatzes wiiren natiirlich auch 
etwaige gasformige Schwefelausscheidungen zu beriicksichtigen. 

Mittels einer einfachen Methode, deren eingehende Begriin- 
dung hier zu weit fihren wiirde und bei anderer Gelegenheit 
gegeben werden soll, wurde daher das bei der calorimetrischen 
Verbrennung von Futtermitteln, Kot und Harn auftretende Siaure- 
gemisch analysiert, um die wirkliche GréSe der nétigen Korrektur 
zu finden. Die angewandte Methode besteht darin, daf im Bomben- 
wasser nach Wegkochen der gelésten Kohlensiiure durch Titration 
mit n/13,8-Ba(OH),-Lésung und Phenolphthalein zunichst die Ge- 
bes festgestellt wird (=a ccm), und darauf nach Zusatz 
von (a — 0,4) ccom n/13,8- Na, CO,- Lésung, Auffiillen auf 125 ccm 
und Filtrieren die H, so, in 100 ccm Filtrat fiir sich allein durch 
Titration des Na, CO, -Oberschusses mit n/13,8-H,SO, und Methyl- 
orange bestimmt wird, Der gefundene Na,CO, - Oherschus ent- 
syriokt nach Umrechnung auf die Gesamtmenge von 125 ccm 
Filtrat direkt der vorhandenen H,SO,(=b ccm). Die Differenz 
a—b givt die bei der Verbrennung insgesamt gebildete HNO, und 
gleichzeitig auch die fiir deren Bildung abzuziehende Korrektur 
der Verbrennungswarme in cal an. — Auch andere Saiuren kénnen 
auBer H,SO, noch in Betracht kommen, z. B. Salzsiure, wenn die 
Substanz Chlorid enthalt (Harn), bei dessen Verbrennung in der 
Bombe HCl und u. U. auch freies Cl entsteht (das dann mit dem 
Bombenwasser HOCI zu bilden vermag). Die Bestimmung etwaiger 
HCl kann bei dem beschriebenen Verfahren sehr einfach durch 
anschlieBende Titration der neutralen Flissigkeit mit n/10- oder 
n/13,8-AgNO,-Lésung und Kaliumchromat als Indicator geschehen. 
Die hier in Frage kommenden Mengen freie HCl diirften im all- 
gemeinen aber nur sehr gering und zu vernachlassigen sein (wei- 
teres vgl. spiter). — Dadurch, daB man die Konzentration aller 
3 MaBfliissigkeiten fiir die DB aihaaans der H,SO, und HNO, 
n/13,8 wahlt, vermeidet man die frither infolge teilweiser oc. 
wendung von n/10-Lésungen notige z. B. bei J. Kénig%) an- 
neuchens umstindliche Rechnung; die Analyse selbst wird iiber- 
sichtlicher und praktischer. 





9 . ny) ee ¥ . . : : . , 
*) Handbuch d. Ernihrung u. d. Stoffwechsels der landwirtschaftl. 
Nutztiere, herausgeg. von E. M angold, Bd. II, 8. 316. 
) aa. O., 8. 87. 
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Auf die beschriebene Weise wurden im einzelnen fiir ver- 
schiedene Futtermittel und tierische Ausscheidungen die folgenden 
Verhiltnisse beziiglich Art und Menge der Verbrennungssiuren 
festgestellt. Es sei erwihnt, da8 die Auswahl des Untersuchungs- 
materials ohne jegliche besonderen Gesichtspunkte geschah; die 
geringen Unterschiede in den verbrannten Mengen sind fiir die 
anschlieBenden Betrachtungen von keiner Bedeutung. 


Il. Futtermittel. 














| Wiesen- Hafer Erdnub- Blut- 

| heu ~ mehl meh! 

g Trockensubstanz. bce od 1,12 1,26 1,23 1,18 
ecm n/13,8-Gesamtsiiure (a). . 7,50 9,80 15,50 20,60 
,  H,SO, i 3,25 4,10 4,20 4,10 

, HNO, ee. 4,25 5,70 | 11,30 16,50 
°/, Rohprotein i. Trockensubstanz | 11,83 13,81 57,57 86,92 


Man erkennt zunichst wiederum deutlich den oben erwihnten 
Zusammenhang zwischen HNO,-Bildung und Stickstoffgehalt der 
Substanzen. Betreffs der H,SO-Bildung zeigt sich nun, daB diese 
bereits bei den Futtermitteln einen z. T. betriichtlichen Anteil 
von der Gesamtsaéure ausmacht, nimlich bis 43°/). Als Korrektur 
fir die HNO,-Bildung kommen demnach anstatt der Zahlen (a) nur 
die Zahlen (a—b) der Tabelle in Frage. Der Unterschied erreicht 
hier bereits die Fehlergrenze einer guten calorimetrischen Be- 
stimmung. Bei Koten kann er auch dariiber hinaus gehen. Wenn 
man in Literaturbeispielen zur Erliiuterung der Bestimmung der 
Verbrennungswarme von Nahrungsmitteln, z. B. Rindfleisch, einen 
Abzug auch fir H,SO, angebracht findet*), so bedarf dies also 
der Berichtigung. Erwihnenswert ist dabei, dab die dortige 
zahlenmiBige Berechnung dieses Abzuges auBerdem von unzu- 
treffenden Voraussetzungen ausgeht, da die Differenz zwischen der 
Bildungswiirme von gasformiger SO, und wiBriger H,SO, zugrunde 
geleet ist. Das ist zwar fiir die Bestimmung des Heizwertes von 
Brennstoffen, nicht aber der Verbrennungswiirme von Nahrstoffen 
berechtigt und erhéht den Fehler in der letzteren weiter. Denn 
die Verbrennung des Schwefels im Organismus fiihrt zum grébten 
Teil von —S— zu =SO,°). 





4) J. Konig, aa. O., 8. 89. | 
5) E. Abderhalden, Lehrbuch der physiolog. Chemie, 9./10. Aufl. 
S. 151 (1941). 
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Il. Kote 
Ochse  Pferd | ‘Hamed Schwein 
g Trockensubstanz . — 1,11 1,11 1,16 1,28 
eem n/13,8-Gesamtsiure (a) . 9,90 8,20 8,70 12,30 
1» een (b) . 4,40 4,60 5,20 7,40 
» HNO, (a—b). 5,50 3,60 3,50 4,90 
° , Rohprotein i. Trockensubstanz | 14,17 10,06 17,10 19,26 





Der H,SO,-Anteil an der Gesamtsiure betragt hier 44—60°/,,, 
und die nach bisheriger Weise ohne Riicksicht auf ihn angesetzten 
Korrekturen wiirden bis zu 7,4 cal zu hoch sein. Der Zusammen- 
hang zwischen HNO,-Bildung und N-Gehalt des Materials wird 
hier zum Teil durch andere Einfliisse tiberdeckt. 

















Ill. Harn 
tind Pferd Mensch 
Ts. 6’ 0 ee ee 20) } 10 10 
eem n 13, $-Gesamtedure Dg. oe 1,75 4,50 16,00 
H,SOQ,...-...-. 1,10 3,25 4,50 
are 0,65 1,25 11,50 
a ee eee 0,90 3,90 17,90 


Bei den untersuchten Tierharnen betrigt der Anteil der 
H,SO, an den Gesamt-Verbrennungssiuren bereits 63 und 72°/)! 
in Vergleich mit dem ebenfalls angefthrten menschlichen Harn 

zeigt, wie wesentlich verschieden die Mengenverhiltnisse der Ver- 
brennungssiuren in beiden Fallen liegen kinnen. Da normale 
Harne reichlich Chloride enthalten, wurde hier auch das Cl’ noch 
bestimmt. Nach Umrechnung der verbrauchten ccm n/10-AgNO,- 
Lésung auf n/13,8-Lésung ergaben sich die Zahlen der letzten 
Zeile. DaB diese in-allen Fallen gréBer sind als die Differenzen 
(a—b) d. h. HNO,, bedeutet, daB hier auch Chloride als solche 
(NH,Cl bzw. NaCl) bei der Verbrennung yerdampft und in das 
Bombenwasser iibergegangen sind. Der Anteil freier HC] an der 
gefundenen ,HNO,“ kann in solchen Fallen also nur unter be- 
sonderer Bestimmung der betreffenden Salze festgestellt werden. 
— In einem Zellmehl dagegen, das nach Auskochen mit Wasser 
nur geringe Cl’-Reaktion zeigte, lagen einfache Verhiiltnisse vor. 


Bei } i V erbrennung von 1,2 g Trockensubstanz wurden als Titra- 
tionswerte sstanden: 
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Gesamtsiiure = 6,40 cem n/13,8-Titrierlésung 
H,SO, — 0,70 ” 3 39 
HNO, = 5,70 ,, 


HCl re ‘ 


Die Cl’- Menge ist so gering, daB sie als freie HCl vorliegend 
angenommen und calorimetrisch vernachliissigt werden kann. Auch 


H,SO, ist hier nur in geringer Menge, aber mit Sicherheit fest- 
zustellen. 


29 99 


Wenn es fiir besondere Zwecke erwiinscht ist, die von der 
Oxydation des Schwefels gelieferte Energie fiir sich zu berechnen, 
so gibt die thermochemische Gleichung fiir die Bildung wasser- 
verdiinnter Schwefelsiure bei konstantem Druck die Grundlage 


dafir: i a 2 ae 7 
[S] + 1,5 (O,) + H,O + aq = H,SO, aq + 145,8 keal, 
und man rechnet am einfachsten folgendermafen weiter: 
1 g-Atom S = 2 Val S = 2 Val H,SO, = 145800 eal 
1 mval H,SO, = 72,90 eal 


fay 


1,13,8 mval H,SO, = 1 eem n/13,8-Ba(OH),-Lésung = 5,28 eal. 


Die gesuchte Wiarmemenge ergibt sich also durch Multiplikation 
der fir H,SO, verbrauchten ccm n/13,8-Ba(OH),-Lésung mit 5,28. 

Da der Schwefel in der Bombe quantitativ und bis zu H,SO, 
verbrannt wird, so wire das calorimetrisch-titrimetrische Ver- 
fahren unter Umstinden mit Vorteil auch zur Bestimmung des 
Schwefelgehaltes der Untersuchungssubstanzen heranzuziehen. 
Es wiirde im wesentlichen den organisch gebundenen Schwefel 
(neben eventuell freiem) angeben, zu dessen Feststellung andere 
Methoden, z. B. die bekannte von Eschka, nicht immer aus- 
reichend sind. Etwaige von vornherein im Material vorhandene 
oder nachtriglich gebildete anorganische Sulfate miiBten im 
Bombenwasser, in das sie bei der Verbrennung durch Verdampfung 
oder Zerstéubung gelangen kénnen, sowie in der Asche fiir sich 
bestimmt werden. Aus der titrierten H,SO, berechnet sich der 
organisch gebundene Schwefel zu 

S = b-0,00123 Gramm 


(0,00123 = ie) beispielsweise fiir einige der oben ange 


fihrten Substanzen (in °/, der Trockenmasse) zu 


Futtermittel Kote 
Wiesenhen . .... «. O357%, | Plerd «20. +s « + OOIO%, 
Hafler ..«.+.s «+ GO, t Eeemmel . 6 6 se oe +e OOO 
ErdnuBmehl. .... . 0,420°/, | Schwein ...... . O11", 
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An unsere Mitarbeiter! 


Es ist unbedingt notwendig, dafi alle eingehenden Mitteilungen in gut les- 
barer, moglichst Maschinen-Schrift, gehalten sind. Nachtrdgliche Anderungen 
verursachen wesentliche Kosten, die sich naturgemif auf die P. -eisgestaltung 
der Zeitschrift mit auswirken miissen, wenn sie nicht den Herren Verfassern 
berechnet werden sollen. Leicht lesbar abgefafte Schriftsdtze ermoglichen auch 
der Schriftleitung eine raschere Priifung als schwer leserliche und kénnen 
infolgedessen schneller zum Druck gelangen. 
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Flir die haufiger genannt. Zeitschriften bitten wir folgende Abklirzungen zu gebrauchen: 


Diese Z. == Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir Physio- 
logische Chemie. 


Amer. J. Physiol. = American Journal of Physiology. 

Arch f. exper. Path. = [Naunyn-Schmiedebergs] Archiv fiir Experi- 
mentelle Pathologie und Pharmakologie. 

Ber. chem. Ges. ex Berichte der Deutschen Chemischen Ge- 
sellschaft. 

Ber. Physiol. == Berichte tiber die gesamte Physiologie und 
Experimentelle Pharmakologie. 

Biochem. Z. == Biochemische Zeitschrift. 

Biochemic. J. == Biochemical Journal. 

Bull. Soe. Chim. biol. -= Bulletin de la Société de Chimie Biologique. 

Bull. Soe. chim. sulletin de la Société chimique de France. 

Chem. Z. = Chemisches Zentralblatt. 


iT 


Comptes Rendus Hebdomadaires des Séances 
de l’'Académie des Sciences. 


Helvet. chim. Acta ==: Helvetica Chimica Acta. 
J. Amer. Chem. Soc. == Journal American Chemical Society. 
J. of Biochem. == Journal of Biochemistry. 
J. of Biol. Chem. <= Journal of Biological Chemistry. 
). of Physiol =: Journal of Physiology. 
J. prakt. Chem. : Journal fiir praktische Chemie. 
Landw Versuchsstat -- Jjandwirtschaftliche Versuchsstation. 
Liebigs Ann == Justus Liebigs Annalen der Chemie. 
Vih. Chem. — Monatshefte fiir Chemie. 
Naturw. == Die Naturwissenschaften. 
Piiigers Arch --= Pfliigers Archiv fiir die gesamte Physiologie 
des Menschen und der Tiere. 

Skand. Arch. Physiol Skandinavisches Archiv fiir Physiologie. 
/,, Biol. = Zeitschrift fiir Biologie. 

physik. Chem = Zeitschrift fiir Physikalische Chemie, 


sfoechniometrie und Verwandtschattslehre. 
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